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COLORIMETRIA E ESPECTROFOTOMETRIA 
 

A espectroscopia é o germe para conhecimento da estrutura do átomo 
O hélio foi descoberto no Sol, 27 anos antes de ser descoberto na Terra 

 
 

A ESPECTROSCOPIA E A QUÍMICA: 
DA DESCOBERTA DE NOVOS ELEMENTOS AO LIMIAR DA TEORIA QUÂNTICA 

 
Sabia-se desde a Antiguidade que a luz solar pode ser decomposta nas cores do arco-

íris, mas foi Newton, no século XVII, que pela primeira vez descreveu, de forma adequada, o 
fenômeno da decomposição da luz por um prisma, assim como de sua recomposição por um 
segundo prisma. O conjunto das cores obtidas com o prisma é conhecido como espectro e varia 
do vermelho, numa extremidade, ao violeta na outra. 

 
Além das chamadas sete cores do arco-íris, o espectro solar também apresenta 

radiações invisíveis ao olho humano. Como é que podemos comprovar isso? 
 
Os químicos sabem que o cloreto de prata é um sólido branco que escurece por ação da 

luz. Este é o princípio da fotografia em preto e branco. O filme fotográfico contém uma 
suspensão de um composto semelhante, o brometo de prata, que também escurece ao ser 
atingido pela luz. Este fenômeno, comum aos dois sais, não se deve ao cloreto ou ao brometo, 
mas sim à prata, presente em ambos os compostos. A reação que ocorre é a redução dos íons 
de prata, promovida pela luz e pelo processo de revelação, originando o metal finamente 
dividido, que é preto. 

 
Newton em 1672 passou um feixe de luz sobre um prisma e esta foi decomposta em 

várias cores, a saber: vermelho, alaranjado, amarelo, verde, azul, anil e violeta. O vermelho tem 
 maior e, portanto, sofre o menor desvio. 

 
Em 1777 o químico sueco Carl Wilhelm Scheele resolveu por amostras de cloreto de 

prata em cada uma das diferentes regiões coloridas do espectro solar obtido com um prisma. 
Percebeu, então, que o escurecimento do material se processava mais intensamente quanto 
mais próximo da extremidade violeta. Isto devia significar que a luz violeta era a mais 
energética do espectro, pois era a que mais acelerava a reação. 
 

O inglês William Hyde Wollaston fez nessa época, independentemente, a mesma 
descoberta. A conclusão desse experimento é que existe no espectro solar uma radiação de 
energia mais alta que a luz violeta; a essa radiação, invisível a nossos olhos, chamou-se 
ultravioleta. 
 

Podemos dizer que a temperatura de um corpo é uma medida de sua agitação térmica, 
isto é, das vibrações de suas moléculas ou partículas.  
 

O astrônomo inglês William Herschel, em 1800, experimentou colocar o bulbo de um 
termômetro em cada uma das regiões coloridas do espectro solar. O resultado observado foi que 
a temperatura do mercúrio aumentava pela incidência da luz, mas esse era mais rápido quanto 
mais próximo da extremidade vermelha. 

 
Ao testar a região não iluminada depois do vermelho, Herschel, em 1800, falou que 

radiação de comprimento de onda maior que o vermelho é característica de uma absorção no 
infravermelho. Ele descobriu que a temperatura subia ainda mais rapidamente. A radiação 
invisível que provocava este efeito foi então denominada de infravermelho. Estava assim 
demonstrado que a luz continha componentes não detectáveis por nossos olhos, em adição à 
porção visível. 
 

Numa linguagem moderna, dizemos que o ultravioleta é uma radiação muito energética 
capaz de promover reações químicas que envolvem transições eletrônicas, como a reação 
citada: 
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Ag+ + e- Ag               ( em presença de luz) 

 
Por outro lado, o infravermelho é uma radiação de baixa energia, e esta coincide com a 

faixa de energia necessária para fazer vibrar, isto é, movimentar uns em relação aos outros — 
os átomos de uma substância sem provocar uma reação. Wollaston também descobriu que ao 
trabalhar com um feixe de luz muito estreito — oriundo de uma fenda de 0,01 mm, e não de 
aberturas maiores, como havia feito Newton —, o espectro solar resultante apresentava sete 
linhas negras sobrepostas às cores brilhantes. 
 

Em 1801, o alemão Johann Wilhelm Ritter decidiu por uma amostra de sal de prata na 
região escura além do violeta. Qual não foi sua surpresa ao verificar que a reação de redução da 
prata se dava com mais facilidade ainda.  
 
 

Fraunhofer notou que ao se passar por um prisma a luz emitida por materiais 
incandescentes, o resultado era um espectro discreto, e não contínuo como o espectro solar. 
Esse espectro era formado por linhas luminosas brilhantes, cujas energias pareciam 
corresponder àquelas das linhas negras sobrepostas ao espectro solar.  

 
Outro aspecto interessante percebido por ele foi que o conjunto de linhas negras do 

espectro solar era idêntico ao do espectro da luz da lua ou dos planetas, mas diferente das 
estrelas, cada uma das quais apresentava um espectro particular. Ora, a luz da lua ou dos 
planetas é apenas um reflexo da luz solar, ao passo que as estrelas emitem luz própria. Será 
então que o espectro de cada estrela poderia ser uma impressão digital da estrela em termos de 
sua composição química? A colaboração de dois cientistas da Universidade de Heidelberg, na 
Alemanha, levou a conseqüências de enorme alcance para a química e a física.  

 
O químico Robert Wilhelm Bunsen, inventor do queimador de gás comum de laboratório, 

associou-se em 1859 ao físico Gustav Robert Kirchhoff na criação de um espectroscópio, 
instrumento simples, mas de alcance extraordinário.  
 

A luz que chega à Terra consiste no espectro contínuo subtraído dos componentes 
absorvidos na atmosfera do Sol. 
 

Um raciocínio análogo pode ser feito para outros elementos presentes ou ausentes no 
Sol. Por exemplo, quando a luz solar atravessa uma chama de lítio antes de passar pelo prisma 
do espectroscópio, o resultado é o aparecimento de uma nova linha negra, inexistente no 
espectro solar. Em conseqüência,não deve haver lítio solúvel. Bunsen e Kirchhoff usaram sua 
descoberta como instrumento de análise química e rapidamente descobriram (em1860) um novo 
elemento a partir de algumas gotas de um resíduo alcalino da água mineral de Durkheim. 
 

Como este material produzia um espectro de emissão com linhas azuis, não 
correspondentes a nenhum elemento conhecido, eles o denominaram césio, do latim caesiu, 
azul-celeste. 
 

No ano seguinte, também usando quantidades extremamente diminutas de material, 
eles identificaram um outro elemento que produzia linhas vermelhas intensas no espectro de 
emissão. Da palavra latina rubidus, da cor de rubi, surgiu o nome do elemento rubídio. 
 

A espectroscopia possibilitou a descoberta, em poucos anos, de inúmeros elementos 
químicos, em especial muitos dos que correspondiam às lacunas presentes na tabela periódica 
que seria publicada por Dmitri Mendeleiev em 1869. Também os lantanídeos, de separação 
extremamente difícil, foram prontamente identificados pela espectroscopia. 
 

A descoberta mais retumbante propiciada pela espectroscopia ocorreu em 1868. O 
estudo do espectro solar ficava facilitado durante os eclipses, quando se podia observar apenas 
a borda do disco solar, sem os problemas normais de ofuscamento. Naquele ano de 1868,em 
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agosto, ocorreu o eclipse solar de maior duração do século XIX. Visível na Índia e em países 
vizinhos, chegou a durar, em alguns lugares, mais de seis minutos. 

 
O astrônomo francês Pierre Jansen deslocou-se até à Índia para observá-lo. Acoplando 

uma luneta a um espectroscópio, Jansen pode observar o espectro das protuberâncias solares, 
jatos de gás que se projetam milhares de quilômetros acima da atmosfera solar. O espectro 
observado daquele material excitado das protuberâncias era um espectro de emissão, uma vez 
que não havia  a possibilidade de absorção pela atmosfera solar. 
 

Jansen descobriu que o mesmo tipo de observação também podia ser feito na ausência 
de um eclipse, bastando usar uma fenda bem estreita disposta tangencialmente ao disco solar, 
de forma a receber apenas a radiação das protuberâncias, eliminando assim o ofuscamento pelo 
disco solar. Jansen identificou dessa maneira os espectros de emissão de vários elementos, 
sendo o hidrogênio o principal. 
 

À mesma época, em outubro de 1868, o astrônomo inglês Joseph Norman Lockyer 
chegou independentemente ao mesmo método de observar as protuberâncias solares. Entre as 
linhas observadas por ele havia uma linha amarela próxima ao espectro do sódio, mas não 
coincidente com o espectro de nenhum elemento conhecido. 
 

Lockyer concluiu então que o sol devia ter um novo elemento, desconhecido na Terra, 
que denominou hélio, em homenagem ao deus grego do sol. Esta proposição foi recebida com 
reservas, até que em 1895 o novo elemento foi descoberto na Terra pelo químico escocês 
William Ramsay. 

 
O processo de descoberta de vários novos elementos químicos, sobretudo essa 

espetacular descoberta de Hélio no sol, 27 anos antes de ser encontrado na Terra, mostrou a 
extraordinária importância da espectroscopia no estudo da constituição íntima da matéria.  
 

Havia, porém, um problema sem solução. O que representavam os valores das energias 
(ou dos comprimentos de onda) correspondentes às emissões ou absorções dos elementos? E 
por que esses fenômenos só se operavam naqueles valores precisos de energia? 
 

O problema foi intensamente discutido por físicos, químicos e astrônomos. Não obstante, 
o enigma só veio a ser desvendado por um matemático, o suíço Johann Jakob Balmer. Ele 
obteve seu doutorado em matemática e passou a vida como professor dessa disciplina numa 
escola secundária para moças em Basiléia. 
 

Os físicos tentavam achar uma relação para as linhas espectrais baseando-se numa 
analogia mecânico-acústica, e buscavam expressões harmônicas simples que explicassem essas 
relações. Talvez por não ser físico e sim, matemático, isto é, por não partir deposições 
preconcebidas, Balmer chegou em 1885 e apresentou uma equação para as linhas do espectro 
do hidrogênio. Esta equação, que todo estudante de química geral aprende, é modernamente 
formulada como: 1/ l n = RH ( 1/22 - 1/n2) ou  = 1/ = 109680 (1/22 - 1/n2), onde n = 3,4,5 e 
RH é chamada constante de Rydberg para o hidrogênio (cujo valor é 1.097 x 107 m-1, citado 
acima) onde tal espectro tem origem na excitação da nuvem eletrônica ao redor do núcleo. Os 
elétrons excitados, ao passarem para um estado de energia menor, emitem fótons cuja energia 
é igual a diferença de energia dos dois estados da transição. O espectro constitui-se de 
diferentes séries de linhas para um determinado elemento. A equação descreve adequadamente 
os espectros de emissão ou absorção do hidrogênio na região visível, mas pode ser modificada 
para incluir também as outras regiões espectrais. Para outros elementos podem ser usadas 
equações análogas, mas a precisão é tanto menor quanto mais pesado for o elemento. 

Além de descrever corretamente as relações entre as linhas espectrais, a relação é 
importantíssima: os comprimentos de onda (ou as energias) correspondentes às linhas que 
resultam da absorção ou emissão de energia estão relacionados entre si por números inteiros (n 
é a variável independente da equação, com valores dados por 3, 4, 5, 6...). Conseqüentemente, 
os ganhos ou perdas de energia nos átomos são discretos e também guardam uma relação de 
números inteiros. 
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 Está aí o germe da mecânica quântica, anos antes de sua formulação teórica, e também 
anterior à descoberta do elétron ou de qualquer modelo de constituição do átomo. Por isso a 
equação de Balmer tem tanta importância: uma expressão matematicamente simples que 
encerra a explicação de tantos fenômenos, cujo entendimento desafiou inúmeros cientistas por 
anos a fio. 

Espectroscopia, em física e físico-química, é o estudo dos espectros. Baseia-se no fato de 
que cada elemento químico tem seu espectro característico. Esse fato foi observado em 1859 
pelos cientistas alemães Gustav Robert Kirchhoff e Robert Wilhelm Bunsen. Kirchhoff e Bunsen 
desenvolveram o espectroscópio de prisma em sua forma moderna e o aplicaram às análises 
químicas. Esse instrumento é formado por uma fenda, pela qual entra a luz procedente de uma 
fonte externa, um conjunto de lentes, um prisma e uma ocular. No espectrógrafo, a ocular é 
substituída por uma câmera. O espectrofotômetro é usado para medir a intensidade da luz em 
comparação com a de uma luz procedente de uma fonte padrão. Essa comparação permite 
determinar a concentração da substância que produz esse espectro. A luz é emitida e absorvida 
em unidades minúsculas ou corpúsculos chamados fótons ou quanta. (Ver Teoria quântica). O 
átomo emite ou absorve um quanta de luz de uma cor determinada quando um dos seus 
elétrons salta de uma órbita para outra. Os componentes de uma molécula são os núcleos dos 
diferentes átomos que a formam e os elétrons que rodeiam cada núcleo.  

A emissão e a absorção de luz por parte de uma molécula correspondem a seus 
diferentes modos de rotação, oscilação de seus núcleos atômicos e aos movimentos periódicos 
de seus elétrons nas distintas órbitas. Se é possível medir o comprimento da onda dos fótons 
emitidos por uma molécula ou átomo, é possível deduzir uma quantidade de informações sobre 
sua estrutura e sobre os distintos modos de movimento periódico de seus componentes. 

A maioria das informações que os físicos têm sobre a estrutura do átomo foi obtida 
mediante espectroscopia. Os dois principais usos da análise espectral estão na química e na 
astrofísica. O espectro de um elemento é característico desse elemento. Quando se estimula 
uma substância desconhecida mediante uma chama, uma fagulha ou outro método apropriado, 
uma análise rápida com um espectrógrafo costuma ser suficiente para determinar a presença ou 
a ausência de um determinado elemento. Os espectros de absorção são úteis para identificar 
compostos químicos. Os métodos magnéticos de espectroscopia, na região do espectro das 
radiofreqüências, são úteis para informações químicas sobre as moléculas e mostrar suas 
estruturas. Tais métodos são: (1) a ressonância magnética nuclear (RMN) e (2): a ressonância 
de spin eletrônico (RSE). O estudo espectroscópico das estrelas tem proporcionado aos cientistas 
importantes conhecimentos teóricos. Também é muito útil para estudar objetos do Sistema 
Solar. Nosso conhecimento da composição da atmosfera dos planetas e dos satélites deriva, em 
grande parte, das observações espectroscópicas. 

 

 

 

ELEMENTOS DE ESPECTROSCOPIA 

Espectro é uma série de cores semelhantes a um arco-íris, nesta ordem: violeta, azul, 
verde, amarelo, alaranjado e vermelho. Produz-se ao se dividir uma luz composta, como a luz 
branca, em suas cores constituintes. A ciência que estuda os espectros é conhecida como 
espectroscopia. No século XIX, descobriu-se que além do extremo violeta do espectro podia 
detectar-se uma radiação invisível para o olho humano, mas com uma marcada ação 
fotoquímica; foi denominada radiação ultravioleta. Do mesmo modo, além do extremo vermelho 
do espectro detectou-se radiação infravermelha, que, embora invisível, transmitia energia, como 
demonstrava sua capacidade para fazer subir um termômetro. Conseqüentemente, redefiniu-se 
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o termo espectro para incluir essas radiações invisíveis e, desde então, tem-se ampliado a 
abrangência da palavra para englobar as ondas de rádio, além do infravermelho, e os raios X e 
gama, além do ultravioleta. 

Espectro eletromagnético é um  conjunto de radiações que emite um corpo. Somente a 
luz visível e algumas radiofreqüências conseguem atravessar a atmosfera da Terra e chegar à 
sua superfície. Os raios gama, X, ultravioleta, infravermelho e outras ondas de rádio não 
apresentam essa propriedade. 

A espectroscopia UV-Visível é uma extensão da Colorimetria já que permite determinar a 
absorção da luz numa amostra, no intervalo de comprimentos de onda, compreendido entre 180 
e 760 nm. Para a determinação na região ultravioleta é necessário empregar células de quartzo 
que não absorve nesta zona do espectro. 

Os componentes básicos dos espectrofotômetros são similares aos do colorímetro, porém 
com ampliações que permitem maior precisão das medidas. São conhecidos dos tipos: os de 
feixe simples e os de feixe duplo. Estes últimos são mais práticos pois permitem obter absorção 
relativa da amostra em todo intervalo de . 

Atualmente existe uma oferta comercial muito ampla de espectrofotômetros UV-VIS. As 
principais firmas no mercado são: "Perkin-Elmer", "Shimadzu", "Hitachi" e "Varian". 

A variação da cor de um sistema, com a modificação da concentração de um certo 
componente, constitui a análise colorimétrica. A cor é provocada pela formação de um composto 
corado, resultante da adição de um reagente apropriado. A intensidade da cor pode ser 
comparada com a que se obtém pelo tratamento de uma quantidade conhecida da substância. 

 
A Colorimetria determina a concentração de uma substância pela medida da absorção de 

luz, tomando como referência a absorção da substância numa concentração conhecida. Na 
Colorimetria visual usa-se em geral, como fonte de luz, uma fonte natural ou artificial de luz 
branca. As determinações são feitas num instrumento simples, denominado colorímetro, ou 
comparador de cores. 

 
Na análise espectrofotométrica a fonte de radiação emite até a região ultravioleta do 

espectro. Desta radiação selecionam-se comprimentos de onda definidos que constituem 
bandas, com largura menor que 1 nm. Este procedimento necessita de um instrumento mais 
complicado e, por isso, mais caro e muito eficiente. O instrumento é um espectrofotômetro. 

 
A principal vantagem dos métodos colorimétricos e espectrofotométricos é a de 

proporcionarem um meio simples para determinar quantidades diminutas de substâncias. 
 
 
 
 
 
 
 

TEORIA DA ESPECTROFOTOMETRIA E DA COLORIMETRIA 
 

Na espectroscopia de absorção molecular tem-se duas regiões de interesse: 
 
Ultravioleta (UV),  = 180 a  400 nm 
Região do Visível (Vis),  = 400 a 760nm 
 

A Figura 1 apresenta um diagrama de níveis de energia nas regiões citadas: 
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FIGURA 1: Níveis de energia 

 
 

LEIS QUE REGEM A ESPECTROFOTOMETRIA E A COLORIMETRIA 
 
 

Basicamente a Espectrofotometria e a Colorimetria são regidas por duas leis: 
 
LEI DE LAMBERT 
 

Quando a luz (monocromática ou heterogênea) incide sobre um meio homogêneo, uma 
parcela da luz incidente é refletida, uma outra parcela é absorvida no meio e o restante é 
transmitido. Se a intensidade da radiação da luz incidente for representada por I0, a da luz 
absorvida por Ia, a da transmitância por Ii e a da refletida por Ir. 

 
Então: 
 

I0 = Ia + Ii + Ir    (1) 
 

 Numa interface ar-vidro, sempre presente quando se usam células de vidro, pode-se 
admitir que cerca de 4% da luz incidente sejam refletidos. A parcela Ii é usualmente eliminada 
graças ao uso de um controle, como uma célula de comparação, e então a expressão anterior 
fica: 
 

I0 = Ia + It     (2) 
 

 A intensidade da luz emitida diminui exponencialmente com a espessura do meio 
absorvedor, ou que qualquer camada do meio com uma certa espessura absorve sempre a 
mesma fração da luz incidente sobre ela. Podemos exprimir a lei pela equação exponencial: 
 

tI

dI
       (3) 

onde I é a intensidade da luz incidente de comprimento de onda , I é a espessura do meio e k é 
um fator de proporcionalidade. Integrando a equação (3) e fazendo I = I0 quando I = 0, tem-se: 
 

kl
I

I
ln

t

0   

Ou, em outros termos: 
 

It = I0
.e-kl  (4) 

 
Onde I0 = a intensidade da luz incidente sobre o meio absorvedor de espessura l, It = a 
intensidade da luz transmitida e k = constante que depende do  da luz e da natureza do meio. 
Convertendo a expressão para base 10 na exponencial: 
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It = I0.10-0,4343Kt = I0.10-Kt    (5) 

 
onde K = k/2,3026 e é denominado de coeficiente de absorção. Exprime-se, em geral, como o 
inverso da espessura ( l, cm) necessária para reduzir a luz a 1/10 da sua intensidade. Este 
resultado vem da equação (5), pois: 
 

It/I0 = 0,1 = 0-Kl     (6) 
ou  

 
Kl = 1  e  K = 1/l     (7) 
 

Razão It/I0 = a fração da luz incidente que é transmitida por uma espessura l do meio e é 
chamada transmitância. Seu inverso, I0/It, = opacidade do meio. A absorbância (A) do meio 
(denominada, no passado de densidade óptica (D), ou coeficiente de extinção (E)) é dada por: 
 

A = log I0/It      (8) 
 
 

RELAÇÃO ENTRE ABSORBÂNCIA, TRANSMITÂNCIA  
E COEFICIENTE DE ABSORÇÃO MOLAR 

 
 
 É evidente que há uma relação entre absorbância A, a transmitância T e o coeficiente de 
absorção molar, que é a seguinte: 
 

Tlog
T

1
log

I

I
logclA

t

0    (9) 

 
 As escalas dos espectrofotômetros são calibradas para dar a leitura direta das 
absorbâncias e também a transmitância percentual. Deve-se notar que nas medições 
colorimétricas, I0 é a intensidade da luz transmitida pelo solvente puro, ou a intensidade da luz 
que entra na solução; I, é a intensidade da luz que emerge da solução, ou que é transmitida 
pela solução. Observe que: 
 
a) O coeficiente de absorção (ou coeficiente de extinção) é a absorbância por unidade de 

espessura atravessada: 
 

K = A/t  ou, It = I0
.10-Kt (10) 

 
b) O coeficiente de absorção específico (ou índice de absorbância) é a absorbância por unidade 

de comprimento atravessado e por unidade de concentração: 
 

Es = A/cl  ou It = I0
.10-Escl (11) 

 
c) O coeficiente de absorção molar é o coeficiente de absorção específico para a concentração 

1mol L-1 e um comprimento atravessado de 1 cm. 
 

 = A/cl   (12) 
 
 
LEI DE BEER 
 
 Até agora consideramos a absorção da luz e a transmissão de luz de radiação 
monocromática em função da espessura da camada absorvedora. Na análise quantitativa 
estamos interessados, principalmente, em soluções. Beer estudou o efeito da concentração do 
constituinte corado, numa solução, sobre a transmissão ou a absorção da luz e descobriu a 
mesma relação entre a transmissão e a concentração que Lambert havia descoberto entre a 
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transmissão e a espessura da camada (equação 4), isto é: a intensidade de um feixe de luz 
monocromática diminui exponencialmente com a concentração da substância absorvedora. Isto 
pode escrever-se sob as formas: 

 
It = I0

.e-Kc 
 

= I0.10-0,4343Kc = I0.10-Kc    (13) 
 

Onde c é a concentração de k’ e K’ sãos constantes. Combinando-se as equações (9) e (10), 
temos: 
 

It = I0
.10-1cl      (14) 

ou 
 

log I0/It = acl      (15) 
 
 

Esta é a equação fundamental da Colorimetria e da Espectrofotometria e muitas vezes é 
chamada lei de Lambert- Beer. O valor de a depende das unidades da concentração. Se c for 
expressa em mol L-1 e l em centímetros, a recebe o símbolo  e denomina-se coeficiente de 
absorção molar ou absortividade molar (antigamente denominava-se coeficiente de extinção 
molar). 
OBS: De acordo com a Lei de Beer a absorbância é diretamente proporcional ao caminho óptico 
e a concentração da espécie absorvente, ou seja: 
 

A = a.l.c     (16) 
 
Resumindo as duas leis separadamente: 
 
 Lambert: A intensidade da luz emitida decresce exponencialmente à medida que a espessura 

do meio absorvente aumenta aritmeticamente. 
 

Então: 
0

t

I

I
T    T = transmitância 

t

0

I

I
logA   A = Absorbância 

 
 Beer: a intensidade do feixe de luz monocromática decresce exponencialmente à medida que 

a concentração da substância absorvente aumenta aritmeticamente. 
 

a.l.cA       (17) 

a.l.cTlog
T

1
log

I

I
logA

t

0    (18) 

 
Obs.:  I0 = luz incidente. 
 It  = luz transmitida. 
 b = l = espessura (caminho óptico). 
 
 Os valores de a dependerão do método de suprimir a concentração. Se a for expresso 
em mol dm-3 e l em cm, a será dada pelo símbolo  = coeficiente de absorção molar ou de 
absortividade molar. 
 

Lei de Lambert-Beer: lc
I

I
logA

t

0    equação fundamental da espectrofotometria 
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 = coeficiente de absorção molar 
c = concentração 
l = espessura 
 
 A lei de Beer fica compreendida quando a reta passa pelos pontos experimentais e pela 
origem, portanto, quando isso não acontece ocorre um desvio da linearidade. Ela é bem definida 
para explicar a absorção de soluções diluídas. Em concentrações altas (> 0,001 mol/L) à 
distância entre as partículas são diminuídas de modo que as elas afetam a distribuição de cargas 
das partículas vizinhas, alterando a absorção de radiação num dado . Este fenômeno depende 
da concentração e causa o desvio, conforme mencionado. São 3 os tipos de desvios: 
 

 Químicos: ocorrem, quando a espécie absorvente sofre associação ou dissociação, ou, 
então reage com o solvente. 
 

 Instrumentais: são desvios aparentes relacionados com as limitações dos instrumentos 
usados na medida da absorbância, tais como: as radiações estranhas que alcançam o detector, a 
não linearidade da resposta do detector e do amplificador e a instabilidade da fonte. 
 

 Reais: ocorrem como consequência de interações que envolvem os centros 
absorventes e a variação do índice de refração com a concentração. 
Energia Parasita: 
 

Na espectrofotometria é possível ser observada a energia parasita. Esta é um tipo de 
energia extremamente indesejável, também chamada luz adversa ou espúria que é constituída 
por qualquer tipo de energia dentro do aparelho, que chega à cubeta com comprimento de onda 
diferente do indicado na escala do monocromador e promove a obtenção de resultados 
incorretos. A energia parasita pode ser causada por imperfeições na grade de difração ou 
prisma, defeitos no sistema óptico, deposições no vidro da lâmpada, orifícios permitindo entrada 
de luz externa, etc. 

 
 A Figura 2 mostra o efeito das várias porcentagens de energia parasita no seguimento 
da Lei de Beer. 
 
 

 
 

FIGURA 2: Efeito de porcentagens de energia parasita na Lei de Beer 
 
 
OBS: A utilização de aparelhos pré-calibrados deve ser bem controlada porque durante o uso 
pode-se aumentar a energia parasita no espectrofotômetro e, logicamente, isso leva a 
resultados incorretos. 
 

RELAÇÃO ENTRE  E CORES 
 
 A luz tem radiações para as quais a vista humana é sensível, e as ondas, com 
comprimentos de onda diversos, provocam sensações de cores diferentes. Uma mistura 
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apropriada da luz, com estes comprimentos de onda, constitui a luz branca a qual cobre todo o 
espectro visível (de 400 a 760 nm). 
 

O EFEITO DA ABSORÇÃO 
 

Espectro eletrônico de absorção é a razão pela qual o efeito da absorção de radiações 
ultravioleta, visível e no infravermelho próximo pode ocorrer. São objetos dos estudos da 
Espectroscopia Óptica e não serão abordados aqui. Entretanto, para ilustrar o processo da 
absorção por parte de algumas espécies, pode-se ver o que ocorre com o espectro da luz 
transmitida através de soluções coloridas.  

Uma solução de azul de bromo-timol (que tem cor laranja) absorve quase toda a parte do 
espectro nas cores azul, verde e amarelo, permitindo a transmissão das cores vermelho, partes 
do amarelo e do verde. Para comparação pode-se ver na parte inferior da figura, o espectro todo 
da luz emitida pela lâmpada e na superior a parte transmitida pela solução na qual todo o azul, 
violeta e parte da cor verde foram absorvidos.  

Se forem comparados os comprimentos de onda da radiação absorvida com as 
correspondentes cores do espectro, verificar-se que a cor da solução corresponde às cores 
complementares do espectro absorvido (a cor laranja observada corresponde a cor 
complementar azul, que é a cor absorvida).  

Absorção = captação de luz, calor ou outro tipo de energia radiante, por parte das 
moléculas.  

Por exemplo: quando a luz solar incide sobre um objeto, costuma ocorrer que alguns de 
seus comprimentos de onda sejam absorvidos e outros, refletidos. Um objeto que absorve toda 
a radiação que incide sobre ele é conhecido como corpo negro. Em química, a absorção é a 
captação de uma substância por outra. Um gás como o oxigênio, por exemplo, pode absorver-
se, ou dissolver-se em água. 

No espectro de absorção de uma solução amarela de fluoresceína verifica-se a absorção na 
região do azul e parte do verde do espectro da luz branca emitida pela lâmpada. Novamente, 
neste exemplo tem-se que as cores absorvidas são, preferencialmente o azul, violeta e parte do 
verde, sendo a cor da solução a complementar destas, que é o amarelo.  

OBS: No espectro visível uma solução de Fe (SCN)2+ é vermelha não porque adiciona a 
coloração vermelha à solução, mas porque este complexo absorve o componente verde da luz 
branca que atinge a solução e transmite a componente vermelha. Em análises colorimétricas o 
máximo de absorbância ocorre na região da coloração complementar. 

 
 
 
 
 
 

 
Na Tabela 1 abaixo constam faixas de comprimentos de onda aproximados que 

correspondem às diferentes cores: 
 

 
TABELA 1: FAIXAS DE COMPRIMENTOS DE ONDA E CORES CORRESPONDENTES 

cores                               cor complementar    cores                         cor complementar 
Ultravioleta < 400 nm Amarelo 570-590 nm             azul 
Violeta 400-440 nm   amarelo-verde Alaranjado 590-620 nm             azul-verde 
Azul 450-500 nm      amarelo Vermelho 670-760 nm             verde-azul 

http://www.chemkeys.com/bra/md/ede_5/eeda_13/oeda_25/
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Verde 500-560 nm      roxo Infraverm.     > 760 nm 
 
 
 

ONDAS ELETROMAGNÉTICAS 
 

Muitas propriedades da luz podem ser explicadas se ela for produzida pelo movimento 
ondulatório de uma carga elétrica. Esse movimento produz um campo elétrico e magnético e se 
propaga sobre a forma de ondas eletromagnéticas, com a mesma velocidade que se propaga no 
espaço, isto é, a 300.000 km/s (no vácuo). 
 
 As ondas eletromagnéticas são usualmente descritas em termos (a): comprimento de 
onda,  (distância entre os picos sucessivos em cm, a menos que seja explicitada outra 
unidade), (b): número de onda, v (número de ondas por cm) e (c): frequência, v ou f (número 
de ondas por segundo). As três grandezas estão relacionadas entre si, da seguinte forma: 
 
 

luzdaVelocidade

Frequência
ondadeNúmero

ondadeoCompriment


1  

 
 
Unidades de uso comum: 
 

1 Ångstrom = 1 Å = 10-10 m = 10-8 cm 
1 Nanômetro = 1 nm = 10Å = 10-7 cm 
1 Micrômetro = 1µm = 104 Å = 10-4 cm 
Velocidade da luz = c = 2,99793 x 108 ms-1 
Número de onda  = 1/ ondas por cm 
Frequência v = c /   3 x 1010 /  ondas por segundo 

 
A Figura 3 representa duas ondas, considerando um mesmo intervalo tempo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 3: Representação de ondas eletromagnéticas 
 
OBS   1: o  em I é maior que em II e a f em I é menor que em II. 

2: f é o número de oscilações.  
3 :c é uma constante. 
4: quanto maior for  então menor será f. 

 
A relação matemática entre as grandezas é: 

 

c =  . f     (19) 
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OS ESPECTROFOTÔMETROS DE ABSORÇÃO 

 

      Espectrofotômetros em geral, são instrumentos compostos por um conjunto de 
componentes do seguinte tipo: uma fonte de radiação eletromagnética, um conjunto de 
componentes ópticos que levam esta radiação até a amostra, um compartimento de amostra e 
um ou mais detectores que medem a intensidade de radiação.  

      Dependendo da finalidade e do fabricante os arranjos ópticos destes instrumentos podem 
ser bastante diferentes. A concepção de um espectrofotômetro para absorção também é 
bastante diferente de um espectrofotômetro para luminescência, que por sua vez são 
denominados espectrofluorímetros.  

      Este texto se refere apenas aos espectrofotômetros de absorção, operando na região 
espectral do ultravioleta (UV) (200 <  < 380-400 nm), visível (Vis) (380-400 nm <  < 700-
800 nm). Não será visto a espectroscopia de absorção vibracional infravermelho (800 nm <  < 
3300 nm).  

ESPECTROFOTÔMETROS  

Fontes de radiação 

Será denominada radiação eletromagnética o feixe proveniente de uma fonte emissora 
(lâmpada). Nos espectrofotômetros de absorção estas fontes são lâmpadas que emitem feixes 
na região do espectro denominada óptica. Por isto dão lugar à chamada espectroscopia óptica. 
Se a fonte emitir na região do visível, a radiação é conhecida como luz. 

A fonte de radiação (comumente chamada de lâmpada) ideal para um espectrofotômetro é 
aquela que apresenta uma intensidade aproximadamente constante em toda faixa de 
comprimento de onda de operação, com pouco ruído e longo período de estabilidade. Em função 
do fato que um único tipo de lâmpada não satisfaz todas estas condições, os espectrofotômetros 
para absorção têm, normalmente, dois tipos de fontes. As fontes que são comumente usadas 
nos espectrofotômetros que operam na região espectral do UV-Vis são: as lâmpadas de deutério 
(tempo de vida: 1.000 h), para excitação na região do ultravioleta ( < 350 nm) e de tungstênio 
ou tungstênio-halogênio ( >350 nm; tempo de vida 10.000 h) para excitação na região do 
visível e infravermelho próximo.  

       Normalmente a região espectral em que se pode medir os espectros é a região chamada 
UV-Vis (200 nm < < 800 nm), mas alguns instrumentos operam na região que atinge o 
infravermelho próximo, e neste caso é utilizada a denominação UV-Vis-Nir (175 nm < < 3300 
nm). As emissões espectrais características das lâmpadas de deutério e de tungstênio-
halogênio. Eles apresentam uma emissão intensa e contínua, na região do UV (deutério) e Vis, 
continuando no NIR (tungstênio-halogênio), com intensidades dependendo da faixa espectral. 
Normalmente a troca de uma lâmpada por outra ocorre durante a varredura do espectro de 
modo completamente automático, de modo que o operador muitas vezes não toma 
conhecimento do fato. 

Outra lâmpada, menos comum, mas também utilizada como acessório em 
espectrofotômetros, é a lâmpada de mercúrio. Sua principal utilidade é a de permitir a 
calibração da escala dos comprimentos de onda do instrumento, devido à sua emissão em raias 
espectrais, em comprimentos de onda bem definidos e conhecidos. 
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Existem, portanto, instrumentos que operam na região do UV-Vis (180-800 nm) e outros 
que operam na região do UV-Vis-Nir (180-3000 nm) e, dependendo do tipo de espectro que se 
deseja obter, deve-se selecionar o instrumento mais adequado. É lógico supor-se que 
instrumentos que operem em uma faixa mais ampla de comprimentos de onda devem 
apresentar um custo de aquisição e de manutenção também maior. 

Grades de difração 

      A segunda estrutura física que define o tipo de espectrofotômetro são os seus componentes 
ópticos. Dependendo dos tipos de componentes ópticos, os espectrofotômetros são classificados 
em: dispersivos, sendo que nesta categoria se enquadram os instrumentos com elementos 
ópticos do tipo de difração (prismas ou grades) e os interferométricos.  

      No caso dos espectrofotômetros de absorção na região do UV-Vis-Nir, diferentemente dos 
instrumentos que operam na região do infravermelho, os instrumentos são sempre dispersivos, 
sendo que normalmente o elemento de dispersão é uma grade de difração.  

       A forma com que a radiação eletromagnética sofre difração através de uma grade está 
baseada na lei de difração de Bragg. A finalidade deste componente é a de difratar a luz de 
modo que diferentes comprimentos de onda irão incidir sobre a amostra permitindo que se 
determine sua absorbância em cada um destes comprimentos. Este conjunto de dados resulta 
no que se chama espectro de absorção.  

      Uma grade de difração é um componente óptico que contém uma série de ranhuras, que são 
justamente os elementos responsáveis pela difração. Dependendo do número de ranhuras por 
milímetro, haverá uma maior ou menor resolução dos espectros. Instrumentos com melhor 
resolução espectral terão grades de difração com maior número de ranhuras por milímetro, e, 
conseqüentemente, este é um (mas não o único) parâmetro a ser avaliado na seleção de um 
instrumento.  

      Em épocas passadas as ranhuras eram feitas mecanicamente, porém atualmente estas são 
feitas através de processos denominados holográficos. Neste caso é feito um depósito de uma 
camada muito fina de um material sobre um substrato de vidro ou de quartzo, que é, 
posteriormente, corroído em certas regiões definidas por uma figura de interferência gerando 
sobre este material um conjunto de vales e topos denominados ranhuras. A qualidade de uma 
grade de difração é controlada pelo número de ranhuras por unidade de área e pela precisão 
com que estas foram feitas. Nos catálogos dos espectrofotômetros deverá estar indicado o tipo 
(holográfica ou não) e o número de ranhuras da grade de difração do instrumento. A natureza, 
caprichosamente, também pode produzir difração de luz. Um dos exemplos disto é a existência 
do arco-íris.  

Detectores 

       O outro conjunto importante de elementos que compõe um espectrofotômetro é o tipo de 
detector que emprega. Assumindo-se que se está tratando de sistemas que empregam como 
elemento de difração da radiação uma grade, o tipo de detector irá definir todo o conjunto de 
elementos ópticos adicionais. 

       Duas grandes classes de espectrofotômetros estão disponíveis: os que utilizam como 
sistema de detecção um tubo fotomultiplicador e os que utilizam arranjo de diodos. 

      Um tubo fotomultiplicador é formado por um tubo de vidro ou de quartzo sob vácuo, no qual 
existe um conjunto de placas metálicas interligadas. 

http://www.chemkeys.com/bra/md/ede_5/eeda_13/oeda_24/
http://www.chemkeys.com/bra/md/ede_5/eeda_13/oeda_24/
http://www.chemkeys.com/bra/md/ede_5/eeda_13/oeda_24/
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      Existem diversos outros tipos e o mais adequado está normalmente especificado no catálogo 
do fabricante do instrumento. Como normalmente os fabricantes dos espectrofotômetros 
adquirem estes detectores de terceiros, muitas vezes é mais econômico comprar diretamente do 
fabricante. Neste caso, consulte o fabricante para a aquisição do modelo adequado.  

      Quando a radiação incide sobre estas placas metálicas induzem uma corrente elétrica. Em 
função do fato destas placas estarem interligadas e de uma diferença de potencial elétrico está 
sendo aplicada entre elas, a fotocorrente é amplificada por um circuito eletrônico adequado, de 
modo que um sinal muito baixo de corrente elétrica pode ser detectado e registrado. As 
fotomultiplicadoras, como são chamadas, apresentam sensibilidades que dependem da faixa 
espectral da radiação incidente; portanto, deve ser especificada quando escolher um 
instrumento não convencional. 

       A qualidade do material do catodo determina a sensibilidade espectral de um tubo 
fotomultiplicador. É extremamente importante ter em mente que ao abrir o compartimento de 
um espectrofotômetro onde está instalada a fotomultiplicadora, deve-se estar seguro que a 
mesma esteja ao abrigo da luz, para que não seja queimada.  

       Um instrumento que se utiliza deste detector deve fazer com que comprimentos de onda 
individuais, o atinja, de modo que para cada um deles seja detectado um sinal de corrente, que 
será transformado, segundo uma certa escala, em um sinal de absorbância. Deve ter ainda 
algum tipo de sistema que permita eliminar o sinal de fundo, comumente chamado de 
background. O segundo tipo de detector comum muito usado em espectrofotômetros é o 
denominado arranjo de diodos (ou detectores do tipo fotodiodo). 

       De modo simplificado, um arranjo de diodos consiste em uma série de detectores fotodiodo 
posicionado lado a lado em um cristal de silício, de modo que cada comprimento de onda 
difratado pela grade atinge um ponto deste arranjo, e conseqüentemente um detector. Cada 
diodo tem um capacitor dedicado e está conectado por um interruptor tipo transistor para uma 
linha de saída comum a todos. Deste modo, a radiação que atravessa a amostra é integral e 
instantaneamente analisada determinando-se, portanto, a absorbância em todos os 
comprimentos de onda é determinada de modo simultâneo. 

       Este tipo de instrumento é bastante simplificado na sua óptica, se comparado aos 
instrumentos com fotomultiplicadoras como detectores, e os espectros são obtidos mais 
rapidamente, mas é um instrumento com menor sensibilidade. Um outro fator importante é que 
os detectores de arranjo de diodos também têm sensibilidades diferentes aos diversos 
comprimentos de onda, de modo que é necessário que se especifique em que região do espectro 
se vai trabalhar ao se propor a aquisição de um instrumento. Além disto, a qualidade do 
instrumento, em termos de sua resolução espectral, depende do tipo e do número de diodos que 
compõe o arranjo.  

Obturadores eletromecânicos (chopper) 

        A concepção de um instrumento de duplo feixe exige a presença de um componente que se 
denomina obturador eletromecânico (chopper). Os obturadores eletromecânicos têm a finalidade 
de alternar a passagem da radiação em um certo caminho óptico, gerando ondas quadradas e 
pulsadas do feixe luminoso.  

       Existem vários tipos destes obturadores e que são usados para modular o feixe luminoso 
em ondas quadradas com freqüências e larguras de pulso diferentes, dependendo da freqüência 
de operação que pode variar de 0,5 mHz (1 Hertz = 1 s-1) a 200 MHz, dependendo da finalidade. 
Podem operar em freqüência fixa ou variável. Normalmente nos espectrofotômetros de 
absorção, estes operam em freqüência fixa, de modo que este é um parâmetro do instrumento 
que não precisa ser ajustado. 
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Ao deixar o monocromador, a feixe de radiação é refletido por uma série de espelhos para 
atingir o obturador eletromecânico. No caso dos espectrofotômetros convencionais, o obturador 
eletromecânico é formado por um disco giratório dividido em três partes: uma parte espelhada 
(mirror), uma parte sólida pintada de preto (solid matt black) e a outra vazada (cut out). Este 
disco gira a uma determinada velocidade, de modo que o feixe que o atravessa será modulado 
na mesma freqüência em que as aberturas do disco passarem pelo ponto de incidência do feixe, 
gerando um sinal luminoso pulsado de ondas quadradas.  

Quando o feixe atinge a parte vazada atravessa e segue um determinado caminho óptico; 
quando ele atinge a parte espelhada é refletido e segue um outro caminho; e finalmente, 
quando atinge a região negra, o feixe é absorvido pelo disco. Portanto, a finalidade do obturador 
é a de alternar o caminho óptico do feixe. Como ele gira a uma velocidade maior que a 
velocidade de varredura da grade, cada comprimento de onda selecionado pela grade que incide 
sobre o disco irá, alternadamente, fazer um ou outro caminho óptico. Um destes caminhos fará 
com que o feixe atravesse a amostra; o outro caminho fará com que o feixe atravesse uma 
referência. Ambos os feixes serão posteriormente dirigidos, por espelhos até o detector (tubo 
fotomultiplicador), de modo que este estará medindo a intensidade do feixe que, 
alternadamente, passa pela amostra e pela referência, a cada comprimento de onda. Um circuito 
eletrônico compara estes dois sinais e os converte em uma escala apropriada de absorbância a 
cada comprimento de onda, corrigida eletronicamente. Note, portanto, que um instrumento de 
duplo feixe não tem dois feixes emissores, no seu sentido estrito, mas tem uma única fonte (um 
único feixe) que segue caminhos ópticos alternados. O sincronismo entre a velocidade do 
obturador eletromecânico e a capacidade de resposta da fotomultiplicadora é um fator 
importante para o bom registro de um espectro. No esquema óptico de um espectrofotômetro de 
duplo feixe, descrito no próximo item, ("Esquemas Ópticos"), um segundo obturador 
eletromecânico é ligado ao primeiro com movimentos sincronizados para direcionar a luz 
alternadamente através do compartimento da amostra e da referência. Assim, a radiação 
monocromática ao atingir o primeiro obturador eletromecânico, na parte vazada, atravessa, é 
refletida por um espelho e direcionada ao compartimento da amostra. A radiação transmitida 
pela amostra passa para o segundo obturador eletromecânico incidindo na parte espelhada, 
onde é refletida para o detector. Quando no primeiro obturador eletromecânico a luz incide na 
parte espelhada, esta é refletida e passa pelo compartimento da referência, e encontra o 
segundo obturador eletromecânico na parte cortada e é refletida ao detector. 

No final tanto a radiação transmitida pela amostra quanto a transmitida pela referência 
atingem o detector alternadamente. A terceira parte do obturador eletromecânico (sólida pintada 
de preto) serve para subtrair ou corrigir qualquer sinal residual que possa surgir, o detector 
considera esta parte escura (sem luz) do obturador eletromecânico como "zero". Finalmente o 
resultado do ciclo do obturador eletromecânico no detector é então calculado por: 

 

na qual é o valor da transmitância da amostra em um certo comprimento de onda; , e 

, são as intensidades de corrente medidas pela fotomultiplicadora referentes à radiação 
transmitida pela amostra, pela referência e do ruído de fundo, respectivamente.  

 

 

 

http://www.chemkeys.com/bra/md/ede_5/eeda_13/oeda_24/
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O valor da transmitância da amostra e o comprimento de onda medido são enviados a um 

microcomputador e o conjunto deles é registrado na forma de um espectro versus  (nm).  

Um espectro é, portanto um gráfico da intensidade de radiação transmitida nos vários 

comprimentos de onda. Pode aparecer na forma de transmitância ou de absorbância . 

Da mesma forma que no espectrofotômetro com arranjo de diodo, neste tipo de 
espectrofotômetro também é necessário, antes de se obter o espectro da amostra, obter-se um 
espectro do ruído de fundo. Isto é, todo o ruído da parte eletrônica do instrumento, da oscilação 
de intensidade da emissão da lâmpada, das intensidades em comprimentos de onda diferentes, 
que também são diferentes, da sensibilidade da fotomultiplicadora em comprimentos de ondas 
diferentes, ou do solvente (branco), no caso de espectrofotômetro de duplo feixe.  

Após a medida do branco, a cubeta com o solvente permanecerá no compartimento da 
referência durante a obtenção do espectro da amostra, ocorrendo a subtração dos dois 
simultaneamente.  O resultado final será apenas o espectro da amostra. 
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Os espectrofotômetros medem a intensidade da radiação transmitida e podem ser de 
dois tipos: espectrofotômetros de feixe simples e de feixe duplo. 

 
 

Na Figura (4) tem-se o esquema da parte interna de um espectrofotômetro de feixe 
simples: 

 
 

FIGURA 4: Espectrofotômetro de feixe simples 
 

A imagem da fonte de luz A é localizada pelo espelho condensador B, e pelo espelho 
defletor C, sobre a fenda de entrada D.  

 
A fenda de entrada é a fenda de baixo de um par de fendas colocadas verticalmente, 

uma acima da outra.  
 
A luz fica colimada, depois de refletir-se no espelho colimador E, e incide no prisma de 

quartzo.  
 
A face posterior do prisma é aluminizada, de modo que, depois de refratada na face 

anterior, a luz é refletida através do prisma e sofre uma outra refração ao sair pela face anterior 
do prisma.  

O espelho colimador focaliza o espectro no plano das fendas D e a radiação, de 
comprimento de onda selecionada pela posição do prisma, emerge do monocromador através da 
fenda de saída (a fenda de cima passa através da célula de absorção G e atinge a fotocélula H).  

 
A resposta da fotocélula é amplificada e registrada no medidor M. 
 
A fonte de luz A é constituída por duas lâmpadas, uma de tungstênio-halogênio para a 

região do espectro visível e ultravioleta próximo e a outra de deutério para o ultravioleta 
remoto. 

 
As lâmpadas estão montadas num suporte que pode ser acionado para colocá-las na 

posição apropriada para a operação.  
 
Da mesma forma, existem duas fotocélulas e a que for conveniente é localizada no ponto 

focal de acordo com a lâmpada que estiver operando.  
 
Nas versões modernas do instrumento o prisma F é substituído por uma rede de 

difração. 
 

DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DE UM EXPERIMENTO REALIZADO 
NUM ESPECTROFOTOMÉTRICO DE FEIXE SIMPLES 

 
 Quando a luz é absorvida por uma amostra, a energia radiante do feixe de luz diminui. A 
energia radiante P, é a energia por segundo por unidade de área do feixe de luz.  
 
 No experimento, a luz passa por um monocromador (um prisma, uma rede de dispersão, 
ou mesmo um filtro) para selecionar um comprimento de onda (a luz de um único comprimento 
de onda é chamada de monocromática, que significa “de uma cor”). A luz monocromática, com 
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energia radiante Po, atinge uma amostra de comprimento b (ou l). A energia radiante do feixe 
que sai do outro lado da amostra é P. Alguma quantidade de luz pode ser absorvida pela 
amostra, de forma que P  Po. 
 
OBS: um espectrofotômetro de feixe simples é inconveniente porque a amostra e a referência 
devem ser colocadas alternadamente no feixe. 
 
  Para medidas em vários comprimentos de onda, a referência deve ser lida em cada 
comprimento de onda.  
 

Um instrumento de feixe simples é mal ajustado para a medição da absorbância em 
função do tempo, como nas experiências cinéticas, porque tanto a intensidade da fonte quanto a 
sensibilidade do detector sofrem variações. 
 
  
                                                  
 
 

 
ESPECTROFOTÔMETROS DE FEIXE DUPLO 

 
Na Figura 5 tem-se o esquema da parte interna de um espectrofotômetro de feixe duplo. 

A maioria dos espectrofotômetros modernos, para uso geral no ultravioleta e no visível, é de 
feixe duplo, que cobrem a região entre 20 e 800 nm mediante um processo de varredura 
contínua e automática que produz o espectro como o traço de um estilo num papel de gráfico 
calibrado.  

 
Nestes instrumentos, o feixe de radiação, de uma lâmpada de tungstênio ou de deutério, 

depois de monocromatizado, é dividido em dois feixes idênticos, um dos quais passa através de 
uma célula de referência e o outro através da célula da amostra. 

 
O sinal da absorção, na célula de referência, é automaticamente subtraído do sinal da 

célula da amostra e o sinal líquido corresponde à absorção dos componentes na solução 
amostra.  

 
A divisão e a recombinação do feixe são feitas mediante dois espelhos setoriais rotativos 

(conforme mostra a figura abaixo) acionados por um mesmo motor elétrico, de modo que 
operam em sintonia: 

 
 

 
 

FIGURA 5: Espectrofotômetro de feixe duplo 
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Normalmente a luz passa alternadamente pelas cubetas da amostra e de referência, 
direcionada por um motor que gira um espelho para dentro e para fora do caminho da luz.  
 
 Quando o divisor rotatório não está desviando o feixe, a luz passa pela amostra, e o 
detector mede a energia radiante que chamamos de P.  
 

Quando o alternador desvia o feixe para a cubeta de referência, o detector mede Po. 
 

 O feixe é desviado várias vezes por segundo, e o conjunto de circuitos, compara 
automaticamente P e Po para obter a transmitância e a absorbância. 

 
 

DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DE UM EXPERIMENTO REALIZADO  
NUM ESPECTROFOTOMÉTRICO DE FEIXE SIMPLES 

 
 
 

 
   

                    
 

 
 
 

 
TIPOS DE ESPECTROS 

 
a) Quando uma radiação atravessa uma camada transparente de um sólido, líquido, solução ou 

gás, certa porção desta é removida e os raios residuais ao passarem por um prisma, formam 
um espectro com lacunas = espectros de absorção – aparece sob formas de linhas ou 
bandas (Figura 6). 

 
b) Quando as substâncias químicas são excitadas podem emitir radiações. Estas atravessam um 

prisma e são recebidas por um anteparo negro, dando um espectro de emissão, que é 
constituído de linhas ou bandas brilhantes. (Figura 7). O espectro de emissão pode ser: 

 
b1) Contínuo – No século XVII Isaac Newton observou que quando a luz atravessava um prisma 

ocorria uma dispersão de seus componentes, originando um conjunto de cores, isto é, o 
espectro contínuo (a mudança de uma cor para outra é quase imperceptível), ou seja, 
espectro uniformemente intenso. Ex.: espectro solar. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FIGURA 6: Espectro contínuo 
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b2) Descontínuo – quando alguns pontos do espectro são mais brilhantes que os outros. Ex.: 
espectro de linha ocorre com átomos excitados; espectro de bandas ocorre com moléculas 
excitadas. Experimentos efetuados emitindo-se luz quando gases a baixa pressão foram 
submetidos a descargas elétricas mostraram que o espectro obtido era descontínuo e formado 
por uma série de linhas claras e finas, também chamadas de raias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 7: Espectro descontínuo 
 

 
APRESENTAÇÃO DE DADOS 

 
Os instrumentos usados mostram o espectro de absorção num painel de vídeo (monitor) 

e podem ser registrados ao serem ligados a uma impressora. 
 

APLICAÇÃO DA LEI DE BEER PARA MISTURAS 
 

A lei se aplica a uma solução contendo mais de uma espécie absorvente, desde que não 
haja interação entre as espécies (Figura 8): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 8 - Gráficos de valores de absorbância para misturas 
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Temos que: 
 
 

1 = Atotal = AI + AII + AIII    (20) 
 
 
Onde: AI = ibcI 

          AII = iIIbcI 

         AIII = iIIIbcII 

 
 

Atotal = ibcI + iIIbcI + iIIIbcII     (21) 
 
 
 
OBS: A lei de Beer é válida para radiações monocromáticas. Fontes monocromáticas como 
lazeres não são disponíveis nos instrumentos analíticos de rotina. Usa-se uma faixa de  mais ou 
menos simétrica, isolada por filtro ou rede de prisma, de uma radiação policromática. 
 

Na prática, desvios da lei de Beer não são apreciáveis com radiação policromática, se na 
banda espectral a absorbância não varia muito em função do . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FIgura 9: Espectros de desvios para radiações policromáticas 

 
 

DETERMINAÇÕES COLORIMÉTRICAS EXPERIMENTAIS 
 
Critérios de análise colorimétrica satisfatória: 
 

a) Especificidade da reação corada. 
b) Proporcionalidade entre a cor e a concentração. 
c) Estabilidade da cor. 
d) Reprodutiblidade. 
e) Sensibilidade elevada. 

 
 

PROCEDIMENTO GERAL PARA AS DETERMINAÇÕES COLORIMÉTRICAS 
 

a) Iluminação ideal. 
b) Escala de comprimento de onda deve estar ajustada corretamente. 
c) Escala de absorbância. 
d) Células adequadas. 
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FONTES DE RADIAÇÃO 

 
1) Lâmpadas de Tungstênio. 
2) Lâmpadas de Tungstênio – halogênio. 
3) Lâmpadas de hidrogênio ou deutério: usada para medidas no ultravioleta. 
4) Lâmpadas de arco de xenônio. 

 
CÉLULAS 

 
 Também chamadas de cubetas, servem como recipiente para a amostra. 
 Devem apresentar características de transparência, forma e tamanho apropriados. 
 Devem ser de material transparente à radiação na região espectral de interesse. 
 Região do ultravioleta: cela de quartzo ou sílica fundida (350 nm). São transparentes na 
região do visível. 
 Região do visível: vidro (padrão): 350 a 2000 nm; quartzo e polietileno. 
 Melhores celas: paredes perpendiculares à direção do feixe de radiação (Figura 10). 
 Por razões econômicas também são usadas celas cilíndricas. Neste caso é preciso usá-las na 
mesma posição, para manter constante a espessura e as paredes para reflexão (Figura 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Cubetas diversas     Figura 11: Cubeta cilíndrica 

 
 

SELETORES DE COMPRIMENTOS DE ONDA 
 
Filtros: 
 

a) De absorção – restrito a região do visível que funcionam pela absorção de uma região do 
espectro. Podem ser vidros coloridos, corante suspenso em gelatina e colocados entre 2 
placas de vidro. A largura da banda efetiva: 30 a 250 nm. Na produção de bandas 
estreitas, apresentam uma porcentagem de transmitância baixa (em torno de 60%). 

b) De interferência: baseados na interferência ótica para fornecer bandas relativamente 
estreitas. São disponíveis para região do visível, ultravioleta e infravermelho. 

 
DETERMINAÇÃO DA RELAÇÃO ENTRE ABSORBÂNCIA E CONCENTRAÇÃO 

 
1) Método da curva de calibração (curva analítica):  
 

Prepara-se uma série de soluções do analito, de concentração conhecida, e constrói-se a 
curva de calibração. Calcula-se a absortividade molar. A determinação pode ser feita 
graficamente ou através do uso do método dos quadrados mínimos, onde é calculado o 
coeficiente angular m e o coeficiente linear, B. Mede-se a absorbância Ax da solução 
desconhecida e calcula-se cx da concentração desconhecida: 
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Ax = bcx + b    (22) 
 

onde: cx =  Ax/b 
 
b  0 (Figura 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12 – Relação entre A x c 
 

 
2) Método da adição padrão:  
 

A composição da solução problema muitas vezes difere bastante da composição das 
soluções usadas na construção da curva de calibração, em relação a outras substâncias. Por isto 
este método é muito usado. 
 
 

APRESENTAÇÃO DOS DADOS 
 

As Figuras 13 e 14 mostram como são apresentados os dados de medidas 
espectrofotométricas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figuras 13 e 14: Apresentação de dados em UV-Visível 
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EXEMPLOS DE APLICAÇÃO DE ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIÃO  
DO ULTRAVIOLETA-VISÍVEL 

 
 

1) Espectrofotometria de lentes oftálmicas filtrantes coloridas sob radiação ultravioleta e luz 
visível: 

A maior parte das informações que recebemos nos é transmitida pela visão. A luz visível, 
que provoca a sensação visual pelo estímulo dos elementos sensoriais da retina corresponde a 
1/8 do espectro eletromagnético. Dentro do espectro eletromagnético, dito visível, que se 
estende de 400 a 760 nm, encontramos um espectro de cores que passa do violeta ao vermelho 
sendo que as cores denominadas frias têm comprimento de onda menor, enquanto as cores 
quentes possuem comprimento de onda maior. Entre os raios de comprimento de onda curtos, 
inferiores a 400 nm, incluem-se os ultravioletas, os raios X e a radiação gama; enquanto a 
radiação de maior comprimento de onda, superior a 760 nm, abrange os raios infravermelhos, 
as ondas de rádio e de microondas.  

Enquanto os raios no espectro visível que atingem os olhos em condições normais, 
causam sensação visual, no ultravioleta e infravermelho apresentam efeito lesivo 
predominantemente fotoquímico e térmico respectivamente. Nos portadores de baixa visão, 
mesmo no espectro visível, existe um maior risco de fotofobia ou dano ocular pela luz. A luz UV 
presente na luz solar pode causar efeitos deletérios sobre os componentes oculares de forma 
aguda ou crônica. Assim, agudamente, tem-se hiperemia, lacrimejamento intenso, prurido, 
fotofobia, sensação de corpo estranho, edema conjuntival e palpebral e dificuldade de adaptação 
ao escuro. 

Os efeitos, a longo prazo, estão relacionados a um risco maior de catarata, lesões 
corneanas e retinianas. Os albinos pela falta de pigmento constituem um grupo de risco aos 
danos da radiação UV.  

A radiação UV inclui ondas eletromagnéticas que vão de 100 a 400 nm sendo divididas 
em: UV A: 315 a 400 nm; UV B: 280 a 315 nm e UV C: 100 a 280 nm. 

A atmosfera filtra quase toda radiação UV abaixo de 290 nm e 70 a 90% de UVB (8). Os 
raios UVB que atingem o olho são absorvidos em 70% pela córnea. No entanto, comprimentos 
de onda entre 295 e 350 nm podem passar através da córnea sendo então absorvidos pelo 
cristalino. Já por sua vez toda radiação acima de 1500 nm e parte ao nível de 1000 nm é 
absorvida pela córnea e pequena parte é absorvida pela lágrima. Daquilo que passou pela 
córnea pode ser absorvido ainda pelo humor aquoso, núcleo cristaliniano e vítreo, sendo que no 
final somente 3% dos raios infravermelhos irão atingir a retina.  

As lentes absortivas ou filtrantes coloridas visam a atenuação das radiações luminosas 
que atingem os olhos objetivando conforto e proteção. Elas têm também como objetivo, o 
aumento do contraste, a redução do ofuscamento e a melhora da percepção de cores.  

Diversos fatores devem ser considerados na escolha do filtro a ser usado devendo 
ressaltar a cor da lente, fotocromaticidade, densidade óptica, polarização e espectro de 
proteção. As cores são designadas para terem características de transmissão em porção 
específica do espectro, sendo que as lentes coloridas apresentam efeito máximo de absorção na 
cor oposta a da lente. A melhor cor do filtro é aquela que oferece melhor acuidade visual sem 
perder a percepção da cor. Os filtros amarelos, laranjas e vermelhos geralmente aumentam o 
contraste, enquanto os matizes cinza-esverdeados são os que menos alteram a coloração 
original dos objetos. Já a densidade óptica refere-se à medida de transmitância do filtro, 
lembrando que quanto menor a transmitância maior será a densidade óptica e melhor a 
proteção. 
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Os filtros CPF (Corning photochromic filter) são lentes filtrantes coloridas que têm a 
capacidade de escurecer na luz brilhante e clarear em iluminação escura. Devido ao seu fator 
fotocrômico, são considerados os melhores pois, são ideais para combinar conforto e proteção; 
contudo, a dificuldade em obtê-las e o custo dificultam seu uso no Brasil. Assim, tornou-se 
necessário a busca de lentes filtrantes coloridas acessíveis à nossa população. Para uma 
prescrição mais segura a análise espectrofotométrica destas lentes se impôs. 

Resultados Obtidos: 

As lentes submetidas à radiação eletromagnética compreendida entre 320 e 800 nm 
demonstraram uma diferença qualitativa significativa, apesar de todas demonstrarem uma 
filtração eficaz (transmitância próximo de 0%) na faixa espectral correspondente a radiação UVA 
(320 a 400 nm), conforme demonstra o Gráfico 1 (Figura 15). 

 
 

Figura 15: Transmitância em lentes oftálmicas coloridas entre 320 e 800 nm 

Assim, se considerarmos a transmitância apresentada pelas diversas lentes coloridas na faixa 
espectrofotométrica de 320 a 400 nm foi possível observar os resultados apresentados na Tabela 
1. 

 

Tabela 1. Análise comparativa de transmitância das lentes coloridas  
estudadas na faixa espectrofotométrica entre 320 e 400 nm 
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Constatou-se que, na faixa espectrofotométrica de 320 a 400 nm, todas as lentes 
apresentaram transmitância inferior a 4% sendo que a lente amarela 1 apresentou a maior 
média (3,7%) enquanto que a de cor fumê apresentou a menor média 0,45%. Contudo não foi 
observada uma diferença estatisticamente significativa entre estas lentes.  

2) Purificadores por Ultravioleta 
 

Esse purificadores normalmente atacam os microorganismos presentes na água, como 
vírus, bactérias, fungos, algas e protozoários, agindo no seu DNA e esterilizando-os. É um dos 
métodos mais eficazes disponível no mercado para tratamento de água. 

 
3) Determinação de Alumínio por Espectrometria UV-Visível 

 
A literatura mostra os resultados referentes as análises espectrofotométricas de 

amostras de sedimento de rio, efetuadas pelo método Eriocromo Cianina R, feitas seguindo-se 
as leituras das amostras, cujas concentrações das frações de sedimentos foram 0, 10, 20, 50, 
100 mg L-1. O teste de alumínio foi feito utilizando-se gotas de metilorange e titulando-se com 
H2SO4 0,001mol/L, para a cor rosa claro. Adicionou-se 1 mL de EDTA 0,01 mol/L, que serviu 
como branco, para complexar qualquer alumínio presente. Adicionou-se também 1 mL de ácido 
ascórbico, 10 mL da solução tampão e 5 mL da solução de trabalho, misturando-se entre as 
adições. As medidas no espectrofotômetro mostraram um espectro com uma banda acentuada, 
na região do visível, caracterizando o espectro do alumínio complexado com o Eriocromo Cianina 
R., conforme pode ser visto na figura 16. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16: Espectro do alumínio complexado com o Eriocromo Cianina R. 
 

 
4) Determinação da Absorbância na Região do Ultravioleta e Visível de Dentina Tratada 

Termicamente. 
 

O tecido da dentina é composto por uma matriz mineral (hidroxiapatita carbonatada), 
uma matriz orgânica (colágeno) e água. Uma pesquisa objetivando determinar a absorbância da 
dentina no ultravioleta e visível, entre 250 nm e 750 nm, quando a mesma for submetida a 
tratamento térmico, foi realizada por pesquisadores. Foram utilizados dentes bovinos, cujas 
raízes foram inicialmente fatiadas e então desgastadas até espessuras entre 0,1 mm e 0,2 mm. 
As amostras foram aquecidas em um forno até temperaturas de 80ºC, 120ºC, 140ºC, 160ºC e 
180 ºC, para as quais foram medidas as absorbâncias das amostras a cada hora, ao longo de 
seis horas de aquecimento. Pode ser observado que a absorbância nesta região tende a 
aumentar com a temperatura, porém, para as temperaturas mais elevadas, observa-se uma 
diminuição da absorbância para os tempos de aquecimento mais longos. O comportamento da 
absorbância da dentina com diferentes temperaturas e tempos de tratamento pode ter 
diferentes causas como a quebra de ligações do material orgânico presente no tecido ou 
evaporação da água. 
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5) Métodos espectroscópicos: O céu nas pontas dos dedos 

Introdução à Astroquímica 

A Astroquímica é uma ciência que se baseia no estudo da química no espaço, mais 
especificamente no estudo das interações químicas entre os gases e as poeiras dispersas entre 
as estrelas. Durante muitos anos, a composição interestrelar era desconhecida. A astronomia 
óptica apenas revelava a presença de estrelas, galáxias e nebulosas. Com o aparecimento da 
radioastronomia nas décadas de 50 e 60, onde anteriormente reinava a escuridão foram então 
detectadas inconcebíveis quantidades de gás. A Astroquímica tem aqui o seu "Big Bang". 

EVOLUÇÃO QUÍMICA 

A história de moléculas no espaço está intimamente ligada ao início do Universo. 
Inicialmente, apenas existiam hidrogênio e hélio no Universo. Através de reações de fusão 
termonucleares, quando a fusão do hidrogênio em hélio termina, com a libertação de energia (a 
diferença na massa é convertida em energia), passa-se para a fusão do hélio num elemento 
mais pesado, e assim sucessivamente. Os elementos mais pesados, tais como o carbono, 
nitrogênio, fósforo, oxigênio e enxofre, foram sendo gerados nos ciclos repetitivos de formação e 
morte de estrelas. Este processo, que se repetiria por milhões e milhões de anos fornecia a cada 
ciclo novos elementos para o Universo. As reações nucleares no interior das estrelas é que 
produziram todos os elementos que ocorrem naturalmente na Terra! Daí que podemos afirmar 
que somos feitos da matéria das estrelas!  Só após várias gerações de estrelas é que haveria 
condições para a formação dos planetas, e com o evoluir da química do carbono, a esperança na 
vida. A evolução molecular no espaço envolve algumas reações químicas, cada uma tendendo 
para moléculas mais complexas que as anteriores. Forjados nos centros das estrelas, estes 
compostos regressam ao meio interestrelar durante a morte das estrelas, e elementos tais como 
o carbono, oxigênio, hidrogênio e nitrogênio se combinam para formar cianeto de hidrogênio, 
água e amoníaco. Estas três moléculas podem, por sua vez, se combinarem para dar origem a 
aminoácidos simples, os principais blocos de construção da vida. Atualmente é quase necessário 
um livro de química orgânica junto ao telescópio à medida que se explora o universo. Os 
elementos e compostos da vida parecem estar presentes em todo o lado. Os cientistas 
continuam a sua expansão na procura de moléculas mais complexas, que possam conter a chave 
do início da vida no nosso planeta. 

O filósofo Auguste Comte, em 1835, fazendo referência ao Sol, aos planetas e às 
estrelas afirmou "nós compreendemos a possibilidade de determinar a forma, a distância, o 
tamanho e o movimento mas, por nenhum meio seremos capazes de estudar a sua composição 
química". Contudo um longo caminho já foi percorrido, e hoje em dia sabe-se que se pode 
analisar a composição química das estrelas e planetas, através do estudo das suas cores. As 
cores de todos os objetos têm a mesma origem: provêm dos átomos e moléculas que foram 
excitados para estados mais elevados de energia. As cores emitidas por um átomo dependem da 
sua estrutura atômica, daí que estudando a cor emitida pelo átomo, poderemos determinar a 
sua estrutura interna. 

A luz é uma radiação eletromagnética, possuindo uma natureza dual partícula-onda. 
Todas as radiações eletromagnéticas viajam através do vácuo a uma velocidade, 
aproximadamente por excesso, de 3.00 x 108 m/s. A frequência da luz determina a sua cor. Os 
nossos olhos detectam diferentes cores porque respondem de modo diferente à luz de diferentes 
frequências, mas atualmente a astronomia não se limita apenas à parte visível do espectro 
eletromagnético. Todas as radiações vindas do espaço (desde os raios gama até às ondas de 
rádio) podem ser detectadas e analisadas a partir da Terra, ou a partir dos telescópios colocados 
no espaço. À técnica de detecção e análise de radiação eletromagnética absorvida ou emitida por 
uma espécie, dá-se o nome de Espectroscopia, sendo esta uma das principais técnicas 
experimentais de determinação da estrutura de átomos e moléculas e consequente identificação.  

http://astrosun.tn.corneel.edu/courses/astro201/emspectrum.html
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Em espectroscopia atômica a origem das linhas dos espectro, é devido à emissão ou 
absorção de um fóton quando a energia de um átomo varia devido a uma transição eletrônica. 
Em espectroscopia molecular a origem das linhas dos espectros é explicada pela variação da 
energia da molécula através de uma transição eletrônica ou devido a mudanças no estado 
rotacional e vibracional. A frequência exata destas linhas pode ser ajustada a modelos quânticos 
de modo a determinar a estrutura da molécula e predizer as frequências e intensidades de 
outras linhas. Analisando as linhas espectrais, podemos saber a densidade, a temperatura, a 
velocidade relativa e os movimentos internos da fonte emissora. Espectros de emissão e de 
absorção podem apresentar um espectro contínuo, um espectro de riscas ou um espectro de 
bandas. Um espectro contínuo contém uma sequência de frequências sem espaços numa gama 
relativamente larga; é produzido por sólidos incandescentes, líquidos e gases comprimidos. Os 
espectros de riscas são linhas descontínuas produzidas por átomos e íons excitados à medida 
que retornam a níveis de menor energia. Os espectros de bandas (grupos de bandas de riscas 
pouco espaçadas) são característicos de gases moleculares ou de compostos químicos. 

Seguindo a ordem crescente de frequências temos as ondas de rádio (comprimento de 
onda elevado), seguidas das microondas, infravermelhos, luz visível, ultravioleta, raios X e raios 
gama (os mais energéticos, de frequência elevada e comprimento de onda pequeno). 

 

Figura 17: Espectro eletromagnético 

 

LUZ VISÍVEL  

(384x1012 até 769x1012 Hz) 

Foi Na região do visível que a astronomia deu os primeiros passos, ou não fosse ela a 
única visível para os nossos olhos. As grandes quantidades de poeira que existem entre nós e o 
núcleo da galáxia atenuam o brilho das estrelas e nos impedem de ver o centro da galáxia na 
faixa do visível. Apenas uma centésima de milésima parte da radiação visível emitida pelo centro 
da galáxia chega até à Terra. 

Para detectar toda a radiação visível possível, grandes telescópios são colocados no 
espaço, na tentativa de ver mais além. É o caso do famoso Hubble Space Telescope que 
proporcionou imagens fabulosas de objetos astronômicos dificilmente captados pelos telescópios 
da Terra. Este telescópio espacial também está equipado para fazer a detecção de radiações de 
outras regiões do espectro eletromagnético.  

O substituto do Hubble, o New Generation Space Telescope, com lançamento previsto 
para 2009, será capaz de detectar astros com magnitudes até 33 e visualizar as primeiras 
galáxias que apareceram no Universo. 

 

http://oposite.stsci.edu/
http://sci.esa.int/home/ngst
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ULTRAVIOLETA  

(8x1014 até 3,4x1016 Hz) 

O Orbiting and Retrievable Far Extreme Ultraviolet Spectrometer, é um telescópio para 
investigações espectroscópicas de fontes cósmicas na banda do ultravioleta. Os dados obtidos 
por este telescópio estão disponíveis on-line. 

Para pesquisar na região dos ultravioletas, o UltraViolet Spectrograph Telescope for 
Astronomical Research tem estado a ser desenvolvido pela National Aeronautics Space 
Administration juntamente com a Agentia Spaziale Italiana. Durante a missão para a qual está 
planeado, a IEH-1, o UVSTAR irá fazer observações astronômicas, mas, principalmente, 
investigar o plasma de Io, que se revela um laboratório natural para a investigação da física dos 
plasmas. Um outro projeto da NASA a trabalhar nesta gama de radiação é o Far Ultraviolet 
Spectroscopic Explorer, que fornece informação acerca da temperatura, densidades e condições 
químicas no espaço. Grandes quantidades de hidrogênio molecular já foram detectadas por este 
telescópio na Via Láctea, e espera-se conseguir deste modo saber algo mais acerca do ciclo das 
estrelas e da formação do Universo. 

A radiação ultravioleta é uma radiação eletromagnética cujos comprimentos de onda vão 
desde os 400 nm até os 15 nm. Pode ser produzida artificialmente em lâmpadas de arco; a de 
origem natural provém do Sol. A radiação ultravioleta com comprimentos de onda inferiores a 
300 nm é usada para esterilizar superfícies e pode provocar queimaduras e até mesmo câncer 
de pele. Apesar disso, grande parte da vitamina D é produzida quando a pele recebe os raios 
ultravioletas. 

Título:  Estudos de biodegradabilidade de corantes azo de aplicação têxtil por 
Phanerochaete chrysosporium 

Autor :  Martins, M. Adosinda M., Ferreira, Isabel C. F. R., Santos, Isabel M., Queiroz, 
Maria João R. P., Lima, Nelson 

Palavras Chave:  Corantes azo 
Estrutura química/extensão da biodegradação 
Bioacessibilidade 
P. chrysosporium 
Tratamento de efluentes 

Data:  1999  

Citação:  CONFERÊNCIA NACIONAL SOBRE A QUALIDADE DO AMBIENTE, 6, Lisboa, 
1999 - "Actas da 6.ª Conferência Nacional sobre a Qualidade do Ambiente". 
Lisboa : Universidade Nova de Lisboa, 1999. vol. 3, p. 211-220. 

Resumo:  Sintetizaram-se corantes azo de aplicação têxtil, usando como componentes 
diazo ácidos aminobenzóicos e aminossulfónicos e como componentes de 
acoplamento 2- metoxifenol e 2,6-dimetoxifenol. A utilização destas 
componentes de acoplamento teve como objectivo aumentar a 
bioacessibilidade dos corantes ao fungo lenhinolítico da podridão branca 
Phanerochaete chrysosporium, já que estes grupos estão presentes na 
estrutura da lenhina e têm sido referidos como pontos de acesso para o 
sistema enzimático lenhinolítico do fungo. As experiências de biodegradação 
realizaram-se em meio líquido, com sacarose e em condições limitantes de 
azoto, com agitação e temperatura controladas. A biodegradação dos 
corantes foi acompanhada por UV-Visível, quantificando a diminuição da 
intensidade da λmax do corante. Estabeleceram-se algumas correlações 
entre a estrutura química dos corantes e a sua biodegradação. 

URI:  http://hdl.handle.net/1822/3670 

 

http://astro.uni-tuebingen.de/groups/orfeus/orfeus2.shtml
http://archive.stsci.edu/orfeus
http://sspp.gsfc.nasa.gov/hh/ieh1/uvstar.html
http://sspp.gsfc.nasa.gov/hh/ieh1/uvstar.html
http://sspp.gsfc.nasa.gov/hh/ieh1/uvstar.html
http://www.nasa.gov/
http://www.nasa.gov/
http://www.asi.it/
http://sspp.gsfc.nasa.gov/hh/ieh1/ieh-1.html
http://fusewww.gsfc.nasa.gov/fuse
http://fusewww.gsfc.nasa.gov/fuse
http://www.denverpost.com/news0112k.htm
http://hdl.handle.net/1822/3670
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OUTRAS APLICAÇÕES DE UV/VIS 

 

APLICAÇÃO DE MÉTODOS QUIMIOMÉTRICOS NO CONTROLE DE QUALIDADE DE 

FÁRMACOS E EM ANÁLISES CLÍNICAS USANDO TÉCNICAS DE ESPECTROSCOPIA 

MOLECULAR 

Descrição: A maior parte das metodologias certificadas para a determinação de fármacos 
é baseada em técnicas cromatográficas e determinações univariadas. Embora estas 
metodologias analíticas sejam bastante populares, a aplicação de métodos estatísticos 
multivariados em química, através da Quimiometria, juntamente com técnicas espectroscópicas, 
tornou possível imaginar alternativas que possibilitam a determinação direta do fármaco, 
eliminando a necessidade de separação física prévia. Entre as potenciais vantagens desta nova 
alternativa, podem ser citadas maior simplicidade, rapidez e menor custo. O objetivo deste 
projeto é a aplicação conjunta de métodos quimiométricos de calibração multivariada e de 
técnicas de espectroscopia molecular na determinação direta de fármacos, contribuindo assim 
para a popularização destas metodologias como possíveis alternativas às tradicionais 
determinações cromatográficas. O projeto está dividido em duas etapas. Na primeira delas, uma 
aplicação na área de controle de qualidade, pretende-se determinar simultaneamente os 
fármacos ibuprofeno e paracetamol em formulações comerciais, usando o método dos mínimos 
quadrados parciais (PLS, "Partial Least Squares"). Estes fármacos apresentam espectros 
sobrepostos na região do ultravioleta, o que impede uma determinação espectrofotométrica 
direta simultânea. Na segunda etapa, uma aplicação na área de análises clínicas, pretende-se 
determinar a droga anti-cancerígena daunorrubicina em amostras de plasma humano, usando 
espectrofluorimetria e a análise de fatores paralelos (PARAFAC, "PARAllel FACtor analysis"). O 
objetivo é a determinação direta da droga no plasma, sem a necessidade das tradicionais etapas 
de extração e precipitação de proteínas. 

  

DETERMINAÇÃO SIMULTÂNEA DE COBALTO E NÍQUEL 

INTRODUÇÃO  

A determinação simultânea de Cobalto e Níquel é um problema clássico na Química 
Analítica. Assim sendo, um grande número de técnicas envolvendo diferentes reagentes e 
estratégias são freqüentemente propostas para essa finalidade.  

Recentemente, aproveitando a diferença de coloração de soluções contendo Ni2+ e Co2+ 
em presença de dietanolditiocarbamato, foi proposto um método espectrofotométrico 
direto e simultâneo para determinação destes cátions. Determinou-se a absorbância em 
diferentes comprimentos de onda, com a vantagem de que a determinação direta 
dispensou a necessidade de tratamento matemático posterior1.  

Um levantamento bibliográfico foi realizado para auxiliar naquele trabalho junto ao banco 
de dados em CD-ROM, "Analytical Abstracts", no período entre 1996-1983, utilizando a 
seguinte expressão de busca: "nickel and cobalt and simultaneous". Esta base de dados 
só apresenta trabalhos completos publicados por revistas especializadas em química 
analítica, não incluindo artigos apresentados em anais de reuniões científicas nacionais ou 
internacionais, bem como periódicos de caráter genérico. Aqui mostraremos somente a 
técnica de espectrofotometria. 

 Li e Xu50 realizaram estudos para determinação simultânea de Fe, Co e Ni, por 
espectrofotometria, utilizando o método quemométrico. A determinação das absorbâncias 
em 520, 550 e 720 nm foram feitas após tratamento das amostras com clorohidrato de 
hidroxilamina e p-nitrofenol, em pH=5,5 ajustado com tampão acetato. A Lei de Beer foi 
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seguida até 3(Fe), 3(Ni) e 4 µg mL-1(Co). Foi observada interferência de Cu, sendo o 
método aplicado em ligas de Zn, com coeficiente de recuperação entre 95-110%, e RSD 
de 1,7-7,8%.  

Utilizando espectrofotometria de multi-comprimentos de onda, Garcia Rodriguez et al51, 
apresentaram um procedimento para determinação de Co, Ni e Fe, utilizando um meio de 
ácido ascórbico, 1,5-bis(di-2-piridilmetileno) tiocarbonohidrazina (DPTH) e DMF, com 
tampão acetato em pH=4. A absorbânica da solução resultante foi medida, após 30 
minutos, entre 390-510 nm, contra DPTH. Um programa de computador chamado de 
MULTIC foi utilizado na determinação das concentrações. As curvas analíticas foram 
lineares entre 0,2-1,3(Co), 0,1-1,2(Ni) e 0,1-1,1 μg mL-1(Fe), com limites de detecção de 
0,05(Fe e Ni) e 0,1 μg mL-1 (Co). Limites de tolerância para vários interferentes foram 
descritos, juntamente com resultados de aplicação a ligas, amostras sintéticas e amostras 
certificadas de tecidos biológicos.  

Ren e Gao52 descreveram um procedimento de determinação para Co, Ni e Cu, 
simultaneamente utilizando EDTA, em pH=7-8. As absorbâncias de soluções contendo 
diferentes relações de concentração dos metais, foram determinadas em 379, 463, 585, 
732 e 869nm, utilizando um método de regressão linear multivariada, sendo os cálculos 
efetuados com um programa chamado de SPGRMLR, cujos detalhes de uso são descritos 
no texto. Para estudos de espectro inteiro, as absorbâncias foram determinadas entre 
370-875 nm, com intervalos de 2 ou 5 nm, após o que uma matriz de absorção foi 
montada e os dados tratados por transformadas de Fourrier, através de um outro 
programa computacional chamado de SPGRFSQ. Os autores concluíram que o segundo 
procedimento levou a melhores resultados.  

Um procedimento direto para a determinação de Ag, Cd, Pb, Bi, Cr, Mn, Co, Ni, Li, Be, Cu, 
Sb, em amostras de água e materiais geológicos foi proposto por Sengupta e Bouvier53. 
Os autores utilizaram EAA, com forno de grafite e correção de efeito Zeeman. As amostras 
foram abertas por digestão com HF/HNO3/HCl, em forno de microondas, sendo 
posteriormente analisadas por EAA-FG, em presença de ácido bórico e EDTA. Os 
elementos foram determinados em diferentes grupos, com diferentes temperaturas de 
atomização. Os resultados são discutidos e curvas analíticas, apresentadas para cada 
elemento.  

Estudos de espectroscopia de fluorescência de raios-X, para determinação de pequenas 
quantidades de Fe, Co, Ni, Cu, Hg, Pb, todos no estado bivalente, após a pré-
concentração na forma de complexos de piperizino-1,4-bis(ditiocarbamato) de sódio, 
foram descritos por Lau e Ho54. Os precipitados formados foram pesados e secos. Os 
espectros foram obtidos em porta-amostras de plástico e utilizando-se um tubo de Rh de 
baixa potência. Fe, Co, Cu e Zn foram determinados pelas linhas K-alfa e enquanto Hg e 
Pb, pelas linhas L-alfa. Os autores afirmam que as curvas analíticas são lineares (não 
apresentadas), com limites de detecção de 0,07-0,14 μg mL-1 dependendo do metal. A 
percentagem de recuperação de soluções padrão multi-elementares foram de 97-105%. O 
método foi aplicado em folhas de citros, ligas metálicas certificadas e água de mar e de 
rejeito.  

 

Chen et al55 mediram a absorbância de soluções contendo Cu, zn, co, Ni e Mn, em 
dezenove comprimentos de ondas entre 530-580 nm. Soluções padrão foram tratadas 
com éter octilfenilpoliglicólico, 5-bromo-2-piridilazo-5-dietilaminofenol e tampão amônia / 
cloreto de amônio (pH=9). As curvas de calibração foram lineares acima de 1,52 (Cu), 
1,28 (Zn, Co e Ni) e 0,96 μg mL-1 (Mn), com limite de detecção de 3,8-5,2 ng L-1 e erro 
relativo de 10%. Segundo os autores, o método foi testado em amostras geológicas e os 
resultados de aplicação em seis amostras, foram consistentes com os valores certificados.  
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Rigin56 construiu um equipamento para a determinação simultânea de Fe, Co e Ni, usando 
espectrometria de fluorescência atômica, utilizando os metais nas formas de carbonilas e 
fase gasosa atomizada por plasma induzido por microondas. Amostras de águas naturais 
foram tratadas com tiouréia e tris-hidroximetil-aminometano e colocados em um 
"carbonilador". Neste equipamento passou-se um fluxo de CO2 gerado pela a 
decomposição de CaCO3 em presença de pó de Zn. O gás de saída do "carbonilador", foi 
conduzido a um recipiente resfriado a -60oC. Após a reação, foi aplicado na entrada do 
recipiente, um fluxo de 120mL min-1 de Ar-CO (5:1) e a sua saída foi conectada a um 
atomizador capilar de zircônia, montado na zona ativa de uma fonte de microondas. Como 
fonte de excitação foi utilizada uma lâmpada de Xe, no modo de operação pulsada. A 
detecção foi realizada através de uma fotomultiplicadora perpendicular a um feixe de 
excitação. Aquecendo-se o recipiente, os metais na forma de carbonila foram conduzidos 
ao atomizador, pelo fluxo de Ar-CO. Os limites de detecção descritos são da ordem de 
0,5x10-7% de (Fe), 0,05x10-7% de (Ni), 1,0x10-7% de (Co).  

Zhang, Li e Li57 descreveram estudos quemométricos para otimização de leituras 
espectrofotométricas na determinação simultânea de Co, Ni, Cu, Zn e Fe, usando PAR em 
meio etanólico e tampão borato. Foram traçados espectros das soluções entre 520-570 
nm e suas derivadas calculadas. Os resultados dos picos de cada elemento foram tratados 
por programa BASIC, para a otimização simples. A Lei de Beer foi obedecida para 
quantidades maiores que 12 μg L-1 (Fe) e 20 μg L-1 (Co, Ni, Cu, Zn), na solução de análise 
e coeficientes de recuperação de 90-110% foram observados.  

Um método espectrofotométrico computadorizado para estimar constantes de velocidade 
e concentrações de misturas de componentes foi proposto por Caldera58. O sistema 
químico foi baseado no deslocamento do Ni(II) e Co(II), e de seus complexos com o 
etilenoglicol-bis-(2-aminoetil éter)-NNN'N'-tetraacético, pelo PAR. Os dados 
espectrofotométricos em função do tempo e do comprimento de onda foram utilizados em 
cálculos teóricos, resultando em faixas de detecção de 0,1-1 μg mL-1 para Co e 0,5-5 μg 
mL-1 para o Ni.  

Hu, Xie e Yang59 utilizaram o ácido 2-(4,5-dimetil-2-tiazolazo)-5-dimetilaminobenzóico, 
para determinar simultaneamente Ni(II) e Co(II) em minerais de níquel em meio 
etanol/água, por espectrometria derivativa. A Lei de beer foi obedecida acima de 0,48 Dg 
mL-1, dos metais. A interferência de Fe(III) e Al(III) foi eliminada pela a adição de fluoreto 
de sódio.  

McLaren et al60 apresentaram estudos sobre a determinação simultânea de traços de Fe, 
Mn, Co, Ni, Cu, zn, Cd e Pb, em água de mar, utilizando pré-concentração e ICP-MS com 
modificação, para a introdução de amostra por conexão direta ao nebulizador e inclusão 
de uma coluna de limpeza. Os resultados obtidos foram comparados quanto ao tipo de 
coluna de pré-concentração utilizada, MetPac CC-1 ou I-8-HOQ-8-hidroxiquinolina 
imobilizada em sílica, com limites de detecção variando entre 1,6 ng mL-1 (Pb) até 55 ng 
L-1 (Ni) e 0,3 ng L-1 (Cd) até 47ng L-1 (Fe), respectivamente para cada coluna. O tempo 
gasto nas determinações foi de aproximadamente 15 minutos.  

 

Chen, Berndt e Toelg61 publicaram resultados de seus estudos sobre detecção simultânea 
direta, no qual avaliaram o desempenho da espectrometria de absorção atômica de 
chama, de forno de grafite e ICP com emissão ótica. Os metais analisados, em ligas de 
ferro de alta pureza, foram Ba, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Ti e V, com limites de 
detecção na ordem de ng g-1. Na determinação direta o melhor desempenho foi obtido 
pelo ICP, enquanto após a eliminação da matriz de Fe, por extração com solvente, o 
melhor desempenho foi da EAA com forno de grafite.  

Um método para a determinação simultânea de Cu, Pb, Ni, Fe, Cr, Co e Mo, por 
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espectrometria de absorção atômica de chama foi apresentado por Saran et al62. Os 
cátions bivalentes foram complexados utilizando-se 5-(2'-carboxifenil)azo-8-quinolinol e, 
então, extraídos com MIBK. Os coeficientes de variação (n=10), foram entre 2-7%, a 
recuperação > 95% e os limites de detecção entre 0,07- -1, foi verificada 
interferência de sulfato na determinação de Pb e fosfato no caso do Mo. Estas 
interferências foram contornadas pela a adição de Al(III), antes das determinações.  

Parkhomenko, Falendish e Pilipenko63, propuseram um método espectrofotométrico para a 
determinação de Co(II) e Ni(II) utilizando o ácido 4-hidroxi-3-(5-oxo-2-pirazolino-4-ilazo) 
naftaleno-1-sulfônico. As medidas foram efetuadas em 485 nm, usando-se as diferenças 
de absortividade molar os autores descreveram a determinação simultânea dos dois 
elementos, em uma faixa de concentração entre 0,1- -1, com limite de detecção da 
ordem de 0,1μg mL-1.  

A determinação simultânea de Ca, Mg, Mn, Cu, Zn, Cd, Co, Ni, Pb e Fe em sais 
inorgânicos de lítio, usando espectrometria de absorção atômica foi discutida por Shen, 
Nie e Chen64. Os metais foram extraídos para uma fase orgânica (MIBK), à partir de uma 
solução contendo Nacl, vermelho de fenol, hidróxido de amônio, hexamina e 1-fenil-3-
metil-4-benzoilpirazol-5-ona. Uma nova extração com HCl, La(III) e sódio, trouxe os 
metais para a fase aquosa, na qual foram determinados por EAA, em chama de ar-
acetileno, recuperando-se entre 94-106%, com limite de detecção da ordem de 0,0001%.  

A utilização do algorítmo de filtragem de Kalman, para a resolução de picos de absorção 
sobrepostos em espectrofotometria, quando se determinam Co(II), Ni, Zn e Cd em 
presença de 5-bromo-2-(2-piridilazo)-5-dietil-aminofenol e do surfactante brometo de 
hexametilpiridinium, foi descrita por Shi et al65. Os espectros das soluções resultantes 
foram obtidos entre 500-620 nm e o tratamento matemático permitiu a determinação 
simultânea dos quatro metais.  

Ni e Zhang66 também descreveram a utilização de um modelo matemático, para a 
determinação simultânea Co(II), Ni, Cu(II) e Zn. O método baseia-se na utilização de 
soluções padrão dos metais, em presença de 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol, 
em diferentes soluções tampão. A detecção da absorbância das soluções entre 490-610 
nm forneceu espectros, que foram tratados com auxílio de um programa em linguagem 
BASIC, baseado no sistema chamado PCA-PLC (análise do componente principal-mínimos 
quadrados parciais). Os autores não fornecem as figuras de mérito para os resultados 
obtidos.  

Shen, Nie e Chen67 apresentaram um procedimento de determinação simultânea de Pb, 
Fe, Co, Ni, Cu, Mn, Zn, Cd, todos no estado bivalente, após extração por solvente, 
utilizando espectrometria de absorção atômica, com chama de ar-acetileno. O solvente 
utilizado foi a MIBK e o agente complexante o dietilditiocarbamato de amônio, com 
recuperação da ordem de 99,4-102,9%.  

 

Os mesmos autores68 descreveram um procedimento semelhante para a determinação 
simultânea de Cu, Cd, Co, Ni, Pb e Mn, na forma bivalente, em sais de metais alcalinos, 
LiCl, LiOH, Li2CO3, RbCl, NaCl, K2SO4 e KOH, sem verificar interferências. Os cátions foram 
complexados com PMBP, os complexos extraídos com MIBK e determinados por 
espectrometria de absorção atômica. O método de adição de padrão forneceu recuperação 
entre 94-106%, com limites de detecção da ordem de 0,0001%.  

A determinação simultânea de Co(II), Ni e Cu(II), utilizando como reagente o PAR, em 
meio citrato e medindo as absorbâncias das soluções entre 480-530 nm, foi descrita por 
Lu69. Os metais foram determinados utilizando o método de regressão dos mínimos 
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quadrados parciais, permitindo a previsão dos erros de determinação. Não são fornecidos 
maiores detalhes, quanto às figuras de mérito.  

Utilizando medidas espectrofotométricas tratadas pelo princípio do filtro de Kalman, 
através de um programa em BASIC, Li et al70 efetuaram a determinação simultânea de 
Co, Ni, Cu, Zn e Cd, na forma dos cátions bivalentes, em amostras de cabelo. Após 
abertura, as amostras foram tratadas com NaF, tampão borato pH=9,0 e PAR, em meio 
aquoso. Os espectros foram obtidos entre 460-580 nm, obtendo-se coeficientes de 
recuperação entre 93,4-105,9%, quando se utilizaram padrões.  

A utilização de procedimentos de análise de regressão linear multi-comprimentos de onda, 
para a determinação simultânea de Co(II) e Ni(II), foi discutida por Blanco et al71. Os 
autores mediram as absorbâncias de soluções de complexos de cada metal em presença 
do PAR. O procedimento de cálculo envolveu a razão de absorbância da amostra pela 
absorbância do padrão em função da absorbância de cada padrão. Os resultados foram 
linhas retas com interseções e coeficientes angulares proporcionais às concentrações. 
Segundo os autores o procedimento identifica interferências e corrige efeitos de linhas de 
base defeituosas.  

Ni72 apresentou uma modificação do método dos mínimos quadrados parciais, para 
determinação simultânea de Co(II), Fe(II) e Ni(II), em soluções padrão de metais, 
utilizando como complexante o 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol, em meio 
borato (pH=9,0) obtendo espectros entre 500-700 nm.  

Kato73 estudou um método para a determinação direta de Fe, Ni, Cu, Co, Mn e Pb em ligas 
de zircônio. A matriz de zircônio foi removida por cloração e os metais residuais foram 
determinados por ICP-EEA, usando curvas analíticas. Os limites de detecção foram da 
ordem de ng L-1, dependendo do elemento analisado. O método foi testado em materiais 
certificados.  

A espectroscopia de absorção foi utilizada por Jin74 para determinação simultânea de Co, 
Ni e Cu, em amostras de óxido de tungstênio. Os comprimentos de onda utilizados foram 
240,7, 324,7 and 232,0 nm, respectivamente. Os cátions foram previamente complexados 
com PAR e os complexos separados do tungstênio, por um tampão de amônia em pH=10. 
Recuperação de 98,4-101,2% foram relatadas.  

O mesmo autor75 estendeu estes estudos avaliando a influência da presença do 
dodecilbenzenossulfato de sódio, que aumenta a sensibilidade e mascara os efeitos da 
matriz. A influência do surfactante é aumentar a eficiência da atomização, segundo o 
autor.  

Um estudo semelhante ao da referência 68, porém utilizando como complexante o 
dietilditiocarbamato de amônio, em meio acetato (pH=5,7), foi descrito por Shen, Chen e 
Nie76.  

A determinação simultânea de Ni(II), Cu(II) e Co(III), utilizando ácido 5-
(sulfometilamino)-2-(2-tiazilazo)-p-toluico (I), foi descrita por Zhao e Feng77. As 
absorbâncias da amostra em presença de tampão acetato (pH=5,5) e iodato de potássio, 
além do reagente I, foram medidas em 551, 588 e 655 nm. A Lei de Beer foi obedecida 
para 30 µg / 25 mL, de cada complexo. Os autores afirmam que os resultados foram 
satisfatórios.  

Li, Peng e Li78 apresentaram um procedimento para determinação de Co(II), Ni(II), Zn(II) 
e Cd(II), utilizando 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol, como complexante, em 
meio amoniacal (pH=8,0) e em presença de brometo de hexadecilpiridinium. A 
absorbância das soluções foi medida entre 500-620 nm e submetida a tratamento 



 35 

matemático por filtro de Kalman, através de um programa em BASIC. Os gráficos de 
calibração foram lineares acima de 8 
mL de Cd. Recuperações de 95-105% foram obtidas, sem interferências.  

Resultados sobre a determinação simultânea de traços de Ag, Cd, Li, Co e Ni, em 
amostras geológicas foram apresentados por Gong79. Após a abertura das amostras, em 
uma mistura de ácidos, estas foram diluídas e adicionou-se KI, ácido ascórbico e Hcl, 
sendo finalmente extraídas com MIBK. A prata e o cádmio na fase aquosa e o cobalto e 
níquel da fase orgânica foram determinados por EAA e o Li por EEA. Os limites de 
detecção foram 0,02 (Ag e Cd), 2,4(Li) 1,2 (Co) e 1,9ppm(Ni). Os coeficientes de variação 
foram função dos metais analisados e suas concentrações.  

A determinação simultânea de misturas de Co(III)-Cu(II) e Co(III)-Ni(II), baseado na 
diferença de velocidade de formação de seus complexos com 3-(1-H-1,2,4-triazol-3-
ilazo)-tolueno-2,6-diamina, foi proposta por Arias, Jimenez e Jimenes80. O método é 
baseado no fato de que os complexos de Co tem formação muito mais lenta que os 
demais, medindo-se sua absorbância, após a determinação do Ni e Cu. Os erros e desvios 
padrão são descritos para cada íon.  

Ping81 estudou a determinação simultânea de Co e Ni, utilizando como reagente 
complexante o [2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dimetilaminofenol] (5-Br-PADAP). Neste caso 
as absorbâncias em 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580 e 590 nm foram medidas, após 
mistura da amostra com o 5-Br-PADAP, ácido tartárico e ácido pirogálico (como 
mascarante para Fe), em meio amoniacal (pH=10). Os resultados foram tratados pelo 
método dos mínimos quadrados. Recuperações de 93-103% (Co) e 98-104% (Ni) foram 
relatadas.  

Li, Chen e Yi82 desenvolveram estudos de determinação espectrofotométrica simultânea 
de Co e Ni, em meio de tartarato duplo de sódio e potássio, timolftaleína, tampão amônia, 
tiouréia, dodecilbenzenossulfonato e diaminoazobenzeno. As medidas de absorbância em 
700 nm foram relacionadas com a concentração do cobalto, enquanto os picos em 620 nm 
foram utilizados para calcular a concentração de níquel, após descontar-se a contribuição 
do Co, neste comprimento de onda. Descreveram-se erros relativos de 0,4% (Co) e 0,5% 
(Ni). Foi observada a interferência do cobre.  

Um procedimento para determinação simultânea de Cu, Co e Ni, utilizando o PAR como 
complexante em pH=9,5, foi apresentado por Lu e Shi83. As absorbâncias foram 
determinadas entre 460-560 nm, a cada 5 nm. Os resultados obtidos foram tratados 
matematicamente.  

Estudos sobre as condições ideais para determinação simultânea de Co, Ni, Fe e Cu, com 
EDTA, utilizando método matemático para tratamento de dados espectrofotométricos, foi 
descrito por Ke, Yu e Shiao84.  

Um procedimento para determinação espectrofotométrica de Ni e Co, usando 
procedimento de duplo-comprimento de onda, foi relatado por Cheng e Li85. O meio 
reacional utilizado foi fluoreto de sódio e 4,4'-dipiridila, brometo de 
hexadeciltrimetilamônio e eriocromo azurol-B, como complexantes. O tratamento dos 
dados foi realizado descontando-se as absorbâncias em 619 e 634 nm (dos complexos de 
Ni e Co, respectivamente), as absorbâncias em 642 e 598 nm foram usadas como 
referência. A Lei de Beer foi obedecida acima de 0,4 (Ni) e acima de 0,44 μg mL-1 (Co).  

Lopes et al86 efetuaram determinações simultâneas de Co e Ni, resolvendo picos 
sobrepostos por espectrofotometria derivativa entre 400 e 600 nm. Utilizando 2-
piridilcetona e 2-quinolinohidrazona, os comprimentos de onda medidos foram 480 e 512 
nm, respectivamente. Os autores relataram erros de até 10%, em concentrações da 
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ordem de μg mL-1.  

Diferenças no comportamento químico de complexos de Ni e Co foram utilizadas por Fang 
e Zhao87 para a sua determinação simultânea. O método consistiu na separação dos 
etilxantatos em 25 mL de acetato de etila, na presença de tartarato amônio e acetato de 
sódio. A absorbância da fase orgânica foi medida, sendo relacionada com a soma da 
absorbância relativa ao Ni e Co, em 410 nm. A adição de ácido perclórico, levou à 
destruição do complexo Ni-etilxantato. Mediu-se então, a absorbância relativa ao Co e, 
por diferença a de Ni. Curvas analíticas foram lineares acima de 400 (Co) e 700 
mL (Ni), com recuperações de 98,6 e 106%, respectivamente.  

Uma comparação de métodos computacionais, na resolução de espectros de misturas de 
Cu (II), Co (II) e Ni (II), complexados com 2-(5-bromo-2-tiazoilazo)-5-dietilaminofenol 
(5-Br-TADAP), foi apresentada por Wang, Zhou e Luo88.  

Kane89 descreveu um estudo sobre a otimização de parâmetros de chama para 
determinação simultânea de Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn, Ag e Cd, por EAA, variando posição 
de leitura e testando diferentes relações ar/acetileno. As conclusões foram baseadas nas 
recuperações e limites de detecção calculados. A razão ar/acetileno 1:5,9, com leituras 5 
mm acima do queimador, foram as condições com melhor desempenho.  

A técnica de espectrofotometria derivativa foi também utilizada por Murillo et al90 para 
determinação de Co e Ni, utilizando como agente complexante 1-hidroxiantraquinona-2-
ácido carboxílico. A determinação de Co foi efetuada no ponto em que a primeira derivada 
passa pelo zero no comprimento de onda do Ni (510,5 nm), enquanto o Ni foi 
determinado no zero de Co (494,5 nm), determinando-se Co entre 0,75-4,5 μg mL-1 e Ni 
entre 0,50-3,0 μg mL-1. Histogramas de erros e avaliação dos limites de confiança foram 
apresentados.  

Li, Xi e Shi91 mediram os espectros de complexos de Co e Ni com 2-(5-bromo-2-
piridilazo)-5-dimetilaminofeno, entre 500-650 nm. Os resultados foram tratados usando 
métodos computacionais, para cálculo das concentrações de Co e Ni. Relações lineares 
foram obtidas acima de 24 (Co) e 15 μg / 25 mL (Ni), sendo o método aplicável para 
relações Co/Ni entre 20:1 e 1:15.  

Ni92 apresentou um procedimento matemático de cálculo, baseado na medida de 
absorbâncias do ligante e de região espectral cobrindo a faixa de picos de complexos 
metálicos. Os cálculos foram efetuados por sistema matricial e o método foi aplicado a 
sistemas contendo Cu, Ni e Co ou Cu, Ni, Co e Zn, complexados com 2- (5-bromo-2-
piridilazo)-5-dietilaminofenol. A absorbância do ligante foi medida em 430 nm e as dos 
complexos metálicos entre 510-590 nm, com intervalos de 10 nm. Para concentrações 
entre 1-5 μg/25 mL de cada componente metálico, o autor considerou os resultados 
satisfatórios.  

Klaentschi, Esenwein e Mueller93 determinaram Si, Mn, P, Cu, Al, Ni, Cr, Mo, V, Ti, Co e 
As, em aços, utilizando ICP-EEA. As amostras foram abertas e tratadas com 
peroxidissulfato de amônio. Foram selecionados comprimentos de onda adequados, 
obtendo-se limites de detecção de 0,0003-0,015%, de metal no aço.  

O reagente 1-tiobenzoil-3-p-toluiltiouréia, foi utilizado por Ambhore e Joshi94, na 
determinação espectrofotométrica de Ni e Co. Os complexos formados foram extraídos 
com benzeno e mediu-se a absorbância da fase orgânica em 405-465 nm, para Co e Ni 
respectivamente. As regiões lineares foram respectivamente 0,2-1,6 e 0,5-4 μg mL-1. 
Interferência de Cu foi eliminada pela precipitação do cátion na forma de sulfeto.  
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Um procedimento semelhante ao da referência 85, para determinação simultânea de Co e 
Ni, foi descrito por Luo e Yang95. Neste caso a técnica utilizada foi a espectrofotometria 
com duplos comprimentos de onda, o complexante foi o PAR, em meio citrato (pH=9), 
sendo os metais determinados pela diferença de absorbância em 515/480 e 498/531 nm 
(Ni/Co). As curvas analíticas foram lineares acima de 60Dg/50 mL para os dois cátions.  

A determinação espectrofotométrica simultânea de Co, Ni e Cu em óxidos de tungstênio e 
molibdênio, foi apresentada por Luo, Wu e Wu96. O método foi baseado nos complexos 
dos metais com 1-(2-piridilazo)-2-naftol, com máximos de absorção em 550 (Cu), 560 
(Ni) e 580 (Co), com Lei de Beer obedecida acima de 0,5 μg mL-1. O método se mostrou 
útil para determinações na faixa de 4-80 (Cu), 5-200 (Ni) e 11-180 ppm (Co).  

Rios e Valcarcel97 utilizaram-se da diferença de velocidade de reação de troca de grupos 
C=N entre tiosemicarbazida e 6-metilpicolinaldeído azina, em presença de Cu, Co e Ni, em 
meio acetato. A absorbância das soluções, em 410 nm, foi acompanhada em função do 
tempo e equações foram desenvolvidas para o tratamento dos dados obtidos. Misturas 
binárias apresentaram coeficientes de variação (n=22), entre 0,4-2,3%, nas 
concentrações utilizadas no estudo. Interferências também foram discutidas.  

Misturas binárias de Ni (II), Co (III) e V (V), foram determinadas 
espectrofotometricamente utilizando-se como complexante o ácido 3(picolideno)- 
benzenossulfônico[d-(3-sulfofenil) picolinaldeído]-2-hidroxibenzoilhidrazona, por Garcia-
Vargas, et al98. Os comprimentos de onda dos máximos de absorção foram 375 e 385 nm 
(Ni), 400 e 415 (Co) e 395 nm (V). Mascarantes para V e Cu foram utilizados, quando 
estes estavam presentes nas misturas. Os autores descrevem detalhadamente os 
resultados obtidos, em função das misturas preparadas ou dos interferentes testados.  

Determinações de Co e Ni por espectrofotometria após extração com tetracloreto de 
carbono, dos complexos destes metais com etiltioxantato, foram realizadas por Rao e 
Shekar99. As absorbâncias dos complexos foram determinadas em 389 (Co) e 495 nm 
(Ni), com linearidade da Lei de Beer acima de 3,5 e 7 μg mL-1, respectivamente. Foi 
observado que Cu (II), Bi (III) e Fe (III), interferem. Teste do método em material 
certificado mostrou coeficiente de variação de 0,5-1%.  

Nesterenko e Ivanov100 apresentaram a espectrofotometria convencional e derivativa na 
determinação simultânea de Au(III), metais platínicos [Pt(IV), Pd(II), Rh(II) e Fe(III)] e 
não ferrosos [Cu (II), Ni (II), Co (II) e Mn (II)]. O método foi baseado na medida dos 
espectros de misturas binárias ou terciárias dos elementos acima, em meio de ácido 
sulfúrico / brometo de potássio, entre 360 e 450 nm (com intervalos de 10 nm) e 
tratamento matemático dos resultados. A solução de referência, "branco", consistiu de 
AuBr4-. Descrevem-se as quantidades relativas de cada metal, não se observando 
interferência de Zn, Pb (II) e In (III), respectivamente até 6.000, 1.000 e 210 vezes mais 
concentrados que o ouro.  

A formação de complexos de Fe(II), Co(II) e Ni(II), com bis-2-piridilcetonapirimidina-2-
ilhidrazona, foi utilizada por Desmukh101 para a determinação simultânea destes cátions. 
As medidas nos máximos de absorbância de cada espécie (580, 460 e 430 nm, 
respectivamente), foram utilizadas para montar sistemas de equações, que permitiram 
obter as concentrações de cada componente. O método se mostrou aplicável para 0,4-
4(Fe), 0,1-2(Co) e 0,1-1 μg mL-1 (Ni). São discutidas as interferências em cada sistema.  

Wasey, Bansal e Satake102 descreveram a determinação de Co e Ni, individual e 
simultaneamente, através da extração de seus complexos com fenantrenoquinona 
monoxima, por naftaleno fundido. Após solidificação, a fase do naftaleno foi dissolvida 
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com DMF e as absorbâncias em 460 (Ni) e 470 nm (Co), foram determinadas e 
relacionadas com a concentração do metal entre 1,2-10,6 e 0,6-7,8Dg/10mL, 
respectivamente.  

McLaren et al103 determinaram simultaneamente diversos metais utilizando ICP-EEA, em 
sedimentos marinhos. Os metais foram divididos em dois grupos chamados majoritários 
(Al, Fe, Ca, Mg, Na e P) e minoritários (Be, Co, Cu, Mn, Ni, Pb V e Zn), cada grupo 
analisado sob condições experimentais adequadas. Descreveram-se procedimentos para 
correções espectrais e as linhas utilizadas na determinação de cada elemento. Limites de 
detecção de 0,05-5 μg g-1 foram descritos para duas amostras.  

Savinova et al104 descreveram a determinação simultânea de Cu, Co, Mo, Mn, Ni e V, em 
plantas por espectrofotometria usando um preparado sólido, composto por uma mistura 
de grafite, carbonato de bário e óxido de gálio. Os limites de detecção descritos foram 
4.10-5, 5.10-5, 5.10-5, 1.10-4, 1.10-4, 1.10-4%, respectivamente.  

A utilização de 1-fenil-3-tiobenzoiltiocarbamida, como reagente para a determinação de Ni 
e Co, após extração dos complexos com clorofórmio, foi descrita por Ilyas e Joshi105. O 
complexo de Co apresentou cor laranja, com máximo de absorção em 400 nm e o de Ni 
cor amarela, com máximo em 460 nm. As regiões lineares de resposta foram entre 0,13-
1,33Dg mL-1 para o Co e 0,66-3,61 μg mL-1 para o Ni  

O reagente 2-[4-amino-3-(1,2,4-triazoilazo)]-naftol-4-sulfonato de sódio, foi utilizado por 
Mukherjee et al106, na determinação espectrofotométrica simultânea de Ni (II) e Co (II), 
em óleos vegetais hidrogenados. Gráficos de absorbância em função da concentração, 
foram lineares para concentrações acima de 2,06 (Co) e 2,76 ppm (Ni).  

A utilização de hexametilfosforamida (HMPA), como reagente para determinação de Co, Ni 
e Fe por espectrofotometria, na presença de tiocianato, foi descrita por Bruno et al107. Os 
máximos de absorção foram observados entre 618 e 317 (Co), 482 e 317 (Fe) e 600 e 
800 nm (Ni). Mudança de pH entre 3-10, não alterou a forma dos espectros. Os íons de 
Mg, Al, Zn, Mn, Ca e Ba, não interferiram até 1.10-3 mol L-1. Para a relação CNi/CCo até 10 
não se observou interferência entre as duas espécies e o limite de detecção foi de 10-6 
mol L-1.  
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EXERCÍCIOS 
 
 
Leia o material referente à teoria, consulte livros de Química contendo o assunto em estudo e 
indicados na Bibliografia, em seguida responda as questões teóricas e de cálculos propostas 
abaixo: 
 
1 Como é definida a Análise Colorimétrica? 
 
2 O que visa determinar a Colorimetria? Qual aparelho usado nas análises colorimétricas? 
 
3 Comente de forma correta os itens abaixo: 
 

a) Lei Fundamental de Espectrofotometria. Represente-a matematicamente. 
b) Transmitância e Absorbância (mostre a relação matemática). 
c) Absortividade molar. 
d) Espectro de absorção. 
e) Espectro de emissão, emissão contínuo e descontínuo. 

 
 

f) Métodos da curva de calibração e de adição padrão. 
g) Cubetas: tipos, uso. 
h) Seletores de comprimentos de onda. 
i) Procedimentos para as determinações colorimétricas. 
j) Fontes de radiação. 
k) Critérios de análise colorimétrica satisfatória. 
l) Desvios da lei de Beer e energia parasita. 

 
4 O que relaciona as duas leis (a de Lambert e a de Beer) da espectrofotometria? 
 
5 Mostre a relação gráfica para a lei de Beer, explicando-a. 
 
6 Uma amostra em solução de uma substância corada, que se sabe obedecer a Lei de Beer, 
apresenta uma transmitância de 80 % quando se faz a medição desta variável com espessura de 
1 cm e a um comprimento de onda determinado. Calcule a transmitância com a mesma célula 
para uma solução com o dobro da concentração. 
 
7 Qual a diferença entre espectrofotometria no ultravioleta e espectrofotometria e no visível? 
 
8 Mostre as regiões de absorção dos compostos e seus respectivos comprimentos de onda. 
 
9 Como funcionam os espectrofotômetros de feixe simples e de feixe duplo?  
 
OBS: As questões 10 e 11 estão resolvidas. Elas servirão de modelo para que você resolva as 
questões 12 e 13. 
 
10 Expresse A em termos de % T 
a) 0,081 
b) 0,793 
 
R) Letra (a): A= –log T            log T = - 0,081          T  0,83         T  83 % 
 
R) Letra (b): A=–log T            log T = - 0,793           T = 0,16        T =16 % 
 
11 Converta os valores de T para A 
a) 0,152  Resposta (a) = - log T = A 
b) 0,66 
 
R) Letra (a): -log T = A 
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–logT = A 
 
-log 0,152 = A 
 
A = 0,81 
 
R) Letra (b): -log T = A 
-log 0,66 = A 
A = 0,18 
 
12 Expresse A em termos de % T: 
a) 0,021   Resposta: T = 95% 
b) 0,60     Resposta: T = 25% 
 
13 Converter os valores de T abaixo para A 
a) 0,335   Resposta: A =  
b) 0,527   Resposta: A =  
 
OBS: As questõesde 14 a 21 estão resolvidas. Por elas você conseguirá resolver as questões 22 

a 28. 
 
14 Uma solução contendo 4,88 ppm de KMnO4 tem T de 0,307 em uma célula de 1 cm. Calcular 
o valor de . 
 
R) c = 4,88 ppm = 4,88 mg/L = 0,00488 g/L 

l = 1 cm 

T = 0,307 

ξ = ? 

Cálculo da concentração 

c = m/M x v 

Substituindo: 

c = 0,00488/158 mol/L x 1L 

c = 3,08 x 105-mol/L 

OBS: o valor de M do KMnO4 descrito acima é = 158 

Sabe-se que: A = -log T 

A = -log 0,307 

A = 0,512 

Então: 

A = ξ x l x c 

Substituindo, temos:  

0,512 = ξ x 1 x 3,08x10-5 

ξ = 0,512/3,08 x 10-5 

ξ = 1,66x104 L mol-1 cm-1 

15 Uma solução apresenta ξ = 9,32x103 mol-1 L cm-1. 
a) Qual é a A de 6,24x10-5 mol/L da solução medida numa célula de 1 cm? 
b) Qual a % em T da solução descrita em a? 
c) Qual a concentração do complexo que tem A descrito em a, medido numa célula de 5 cm? 
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R): A = ξ x l x c 

A = 9,32x103 x 1 x 6,24x10-5  

A = 58,15x10-2 

A ≈ 0,582 

log T = -A 

log T = -0,582 

T = 0,26 

T = 26 % 

 

A = ξ x l x c 

0,582 = 9,32 x 103 x 5 x c  

c = 1,24 x 10-5 mol/L 

 
16 Uma alíquota de 2,5 mL de uma solução contém 3,8 ppm de Fe (III) é titulada com excesso 
de KSCN e diluída para 50 mL. Qual a A da solução  medida numa  célula de 2,5 cm ? O valor de 
 = 7,0x103? 
 
R) 3,8 ppm = 3,8 mg Fe ------1000 mL da solução 

         x ---------- 2,5 mL 

Então:  

x = 9,5 x10-3 mg de Ferro. 

 

OBS:a massa atômica do Ferro = 56 e a relação de concentração é: c = m / M x v 

Daí tem-se:  

c = 9,5x10-6 g / 56 x 0,05 L  

c = 3,393x10-6 mol/L 

Como:  

A = ξ x l x c 

A = 7x103 x 3,393x10-6 x 2,5 

A = 0,0594 

 
17. Uma estação radioamador transmite na f = 14,22 MHz. Qual é o λ de rádio pelo 
transmissor? 
R) OBS: 1MHz = 106 Hz e 1Hz = 1 s1-, ou seja, 1Hz ------------- 1 s-1 
      106 Hz ---------x 
              x = 106 s-1 
 
Então: f = c/ λ, substituindo temos: λ = 3x108 m s-1 / 14,2x106 s-1. Daí λ = 21,1 m. 
 
Então temos: λ = 3x108 m s-1 
        
18. Qual o λ, em nm, da luz verde que tem f = 6,677x1014Hz ? 
R) 1Hz = 1 s1 
R) ν = c/ λ, onde c = 3x108ms-1 / 6,67x1014s-1 = 4,5x107-m 
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1nm-----1x10-9m. 
x----4,5 x 10-7 m 
x = 450 nm 
 
19. Qual a f de uma radiação que tem λ = 1,25x103 nm? 
 
R) f = c/ λ 
 
1 nm--------------1x109- m 
1,25x103 nm-----x 
onde x = 1,25x106- m 
 
Substituindo, temos: f = c/ λ 
f = 3x108 ms-1 / 1,25x106- m  
f = 2,40x1014 Hz 
OBS: 1 Hz = 1 s-1 

 
20. Calcular a T inicial para uma amostra cuja espessura da célula é de 1,5 cm, a absortividade 
molar é 0,0099 e a concentração é de 2,0 mol/L. 
 
R) –log T = ξ x c x b 
 
-log T = 0,092 x 2,0 x 1,5 
-log T = 0,297 
T = 10-0,297 
T = 50% 
 
21. Qual deverá ser a espessura da célula para se obter uma solução de concentração 1 mol/L? 
 
R) Se c = 1 mol/L, normalmente a célula é de 1 cm (se não for especificada). 
 
22 Uma alíquota de 3,0 mL de uma solução contém 2,5 ppm de Al (III) e é titulada com excesso 
de KOH e diluída para 50 mL. Qual o valor de A da solução medida numa célula de 2,5 cm? Siga 
o exemplo 16. 
 
Obs:  = 6,0x103 mol-1 L cm-1 e M = 27 
R) c = 5,55 x 10-6 mol/L e A = 0,083 
 
23. Uma solução apresenta absortividade molar igual a 2,75x10+4 mol-1 L cm-1. 

a) Qual é a Absorbância de 3,33x10-5 mol/L da solução medida numa célula de 1,0 cm? 
Siga o exemplo 15. 

b) Qual a Transmitância da solução descrita no item (a)? 
c)  Qual a concentração do complexo que tem Absorbância descrita em (a), medida numa 
célula de 1 cm de caminho óptico? 

 
24. Expresse A em termos de % T 
 0,016 
R) T = 0,96 
 0,103 
R)T = 0,78 
 0,095 
R)T = 0,80 
 
25. Converta os valores de T para A e depois calcule as porcentagens de transmitâncias das 
soluções tendo duas vezes a absorbância das soluções no problema.  
 
 0,32 
R) A = 0,48 
 0,56 
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R) A = 0,27 
 17,8 
R) A = 1,58 
 6,28 
R) A = 5,25 x -7 
 
26 Uma solução apresenta ξ = 2,22x103 mol-1 L cm-1. Siga o exemplo 15. 
a) Qual é a  A de 1,40x10-4 mol/L da solução medida numa célula de 2,5 cm? 
R) A = 0,77 
b) Qual a %T da solução descrita em (a)? 
R) t = 17% 
c) Qual a concentração do complexo que tem A descrito no item (a), medido numa célula de 1,5 
cm? 
R) c = 2,31 x 10-4 mol/L 
 
27 Calcular a transmitância inicial para uma amostra cuja espessura da célula é de 2,0 cm, a 
absortividade molar é 0,012 e a concentração é 3,0 mol L-1. 
R) T = 85% 
 
28) As questões abaixo receberão numeração de 1 a 10, você deve escolher 5, responder e 
entregar na data estipulada em sala de aula. Elas serão avaliadas e terão valor máximo de 1,0 
ponto. Este será acrescentado no resultado final de sua avaliação, referente ao assunto em 
questão.  
 
1. Uma solução corada com um composto de peso molecular 87,0 g/mol, que obedece à lei de 
Lambert-Beer, apresenta uma transmitância de 80 % a 650 nm. 
 

a) Calcular a transmitância para uma solução com o dobro da concentração inicial. 
Medidas efetuadas em células de vidro com 1 cm de espessura. 

b) Calcular a espessura da célula que se deve utilizar de modo a obter uma 
transmitância de 80%, para a solução com o dobro da concentração inicial. 

c) Calcular a transmitância da solução inicial se fosse utilizado para efetuar as medidas, 
uma célula com 0.5 cm de espessura. 

d) Se a concentração inicial fosse 0.005% (peso por volume), qual seria o valor da 
absortividade molar? 

 
2. Numa solução aquosa neutra, o fenol tem um log de 412 a 211 nm. Qual a gama de 
concentrações que pode ser determinada por uv-vis se os valores de A estiverem limitados a 
valores entre 0,100 e 1,50 (para medidas com l = 2,00 cm). 
 
3. Em etanol, a acetona tem uma absortividade molar de 2.75x103 L cm-1mol-1 a 366 nm. Qual a 
gama de concentrações que pode ser determinada se a porcentagem de transmitâncias estiver 
limitada a valores entre 10 e 90%, e uma célula com um percurso óptico de 1,25 cm for 
utilizada. 
 
4. A 580 nm, o comprimento de onda máximo de absorção, o complexo FeSCN2+ tem uma 

absortividade molar de 7,00 x 103 L cm-1mol-1. Calcular: 
a) a absorbância de uma solução 2,22 x 10-4 mol/L do complexo a 580 nm, quando 

medida com uma célula de 1,25 cm; 
b) a transmitância de uma solução 4,06 x 10-4 mol/L do complexo a 580 nm, quando 

medida com uma célula de 1,25 cm; 
c) a absorbância de uma solução que tem metade da transmitância da solução 2,22 x 

10-4 mol/L do complexo a 580 nm, quando medida com uma célula de 1,25 cm. 
d) Calcular a concentração de ferro (II), presente numa amostra de água da rede, 

quando 50,0 mL dessa água são tratados com um excesso de KSCN e diluídos a 
100.0 mL, sabendo que a absorvência da solução é 0,506, a 580 nm, quando 
medida numa célula de 1,50 cm. 
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5. Tintas e vernizes utilizados em pinturas de exteriores de edifícios devem ser protegidos dos 
efeitos da radiação solar que acelera o seu processo de degradação (fotólise e reações 
fotoquímicas). Considerandop que o aditivo utilizado nesta proteção tem as seguintes 
características: M=500 g/mol; max=15000 L mol-1 cm-1 para um max = 350 nm, calcular a 
concentração (em g L-1) de modo que 90% da radiação é absorvida para uma camada de 
protetor com 0,3 mm. 

6. Uma água poluída tem cerca de 0,1 ppm de crômio (M=52 g mol-1). A determinação do Cr 
(VI) é feita por estudos de absorção no visível do seu complexo difenilcarbazida (max=540 nm 
e max=41700 L mol-1 cm-1). Qual o percurso óptico que se deve escolher para que a medida de 
absorbância dessa água seja de cerca de 0,4? 

 
7.Um indicador ácido-base tem uma constante de dissociação (ka) de 1.0 x 10-5 num meio 

contendo 0.1 mol/L de cloreto de potássio. Para uma concentração de indicador de 3.0x10-4 M 
foram medidas as absorvências de duas soluções a 490 nm : 

 
Solução 1 pH=3.0            A=0.90 

 Solução 2 pH=11.0  A=0.018 
 

Calcular os valores da absortividade molar das espécies presentes em cada solução. 
 
8. Para determinar a concentração (em mol/L) de Co (NO3)2 (X) e Cr (NO3)3 (Y) de uma solução 

desconhecida, foram obtidas as seguintes medidas de absorvência para três soluções: 
 
 
 

X (mol/L) Y (mol/L) A (510 nm) A (575 nm) 
1,5x10-1 0 0,714 0,097 

0 6,0 x10-2 0,298 0,757 
??? ??? 0,671 0,330 

 
As medidas foram efetuadas em células de vidro com 1,0 cm de caminho óptico. 
 

a) Calcular as quatro absortividades molares: X(510nm), X(575nm), Y(510nm) e Y(575nm). 
b) Calcular as molaridades dos dois sais (X e Y) na solução de concentrações desconhecida. 

 
9. O indicador ácido base Hind comporta-se em solução aquosa como um ácido fraco. Preparou-

se uma solução 8,00 x 10-5 mol/L do indicador e fizeram-se tomas de 25 mL para três balões 
de 50 mL. A um destes balões foram adicionados 10,0 mL de NaOH 1 mol/L, ao segundo 
10,0 mL de HCl 1 mol/L e ao terceiro 20 mL de solução tampão de pH 8,00. Depois de 
adicionar 10 mL duma solução 4 mol/L em KCl levou-se o volume a 50,0 mL com água 
destilada. Foram medidos os valores de absorvência a dois comprimentos de onda (420 e 
680 nm), tendo sido obtidos os seguintes resultados: 

 
Solução A420 A680 

Solução ácida 
Solução básica 

Solução a pH 8.00 

0.773 
0.064 
0.314 

0.028 
0.596 
0.396 

 
a) Calcular a constante estequimétrica do indicador. 
 
b) Adicionando uma pequena quantidade de indicador numa solução de pH desconhecido, qual 

seria o valor de pH se: A420 = 0,973 e A680 = 0,676. 
 
10. Um indicador ácido-base de fórmula geral Hind comporta-se em solução aquosa como um 

ácido fraco. Visualmente observa-se que a cor da solução se mantém inalterada nas 
seguintes zonas de pH: pH<1,5 (verde) e pH>3,0 (amarela). Foram preparadas diversas 
soluções com a mesma concentração total de indicador, mas diferentes valores de pH e 
traçadas os respectivos espectros (figura seguinte), utilizando uma célula de 1 cm de 
espessura. 
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a) Comente a forma das curvas obtidas para os diferentes valores de pH, referindo-se ao 
significado do ponto de cruzamento dos três espectros e ao interesse analítico do comprimento 
de onda correspondente. 
 
b) Sabendo que a concentração de indicador utilizada foi de 3,5 x 10-4 mol/L, calcule a constante 
estequiométrica de dissociação do indicador. 
 
c) A existência do equilíbrio ácido base em solução pode ser responsável pela presença de 
desvios químicos da Lei de Beer. 
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EXPERIMENTO 01 
 

DETERMINAÇÃO DA CURVA DE RESPOSTA PARA O BENZENO POR  
ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIÃO DO ULTRAVIOLETA-VISÍVEL 

 
Introdução 
 

A espectroscopia de absorção molecular está baseada na medida da transmitância T ou 
absorbância A de soluções contidas em células transparentes tendo um caminho óptico de b cm. 
A concentração c de um analito absorvente está relacionada linearmente à absorbância (A), 
conforme representado pela equação, que é uma representação matemática da lei de Beer. 
 
Procedimento 
 
Obtenção do melhor comprimento de onda: () 
 

 Programar o equipamento para uma varredura de 200 a 300 nm. 
Encher uma cubeta de quartzo, caminho óptico de 1 cm, com etanol absoluto. Este será 

o branco. 
 Efetuar a leitura do branco. 
 Encher outra cubeta de quartzo, com a mesma espessura, com uma solução a 200 

ppm de benzeno em etanol. Esta será sua amostra. 
 Efetuar a leitura da mostra. 
 Refazer para uma solução a 300 ppm. 
 Determinar o melhor  para a determinação do benzeno em etanol. 

 
Obtenção da curva de resposta para o benzeno 
 

 Fixar o  que teve a maior absorção para o benzeno. 
 Fixar a unidade de concentração de trabalho (ppm ou %). 
 Encher uma cubeta de quartzo, caminho óptico de 1 cm, com etanol absoluto e fazer a 

leitura para o branco. 
 Encher outra cubeta de quartzo, de mesma espessura, com uma solução a 200 ppm de 

benzeno em etanol. Repetir para as soluções a 300, 400 e 500 ppm. 
 
Tratamento de dados 
 

Verificar os coeficientes estatísticos obtidos na curva de resposta. 
 
Bibliografia Consultada 
 
Leite, Flávio., Práticas de Química Analítica, 1ed., Editora Átomo, Campinas (SP) 1999. 
Skoog, D. A., Holler, F. J. e Nieman, T. A., Princípio de Análise Instrumental, 5a ed. São Paulo: 
Artmed Editora S.A. 2002. 
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EXPERIMENTO 02 
  

DETERMINAÇÃO ESPECTROFOTOMÉTRICA  
DO ALARANJADO DE METILA 

 
Introdução 
 

A espectroscopia de absorção molecular está baseada na medida da transmitância T ou 
absorbância A de soluções contidas em células transparentes tendo um caminho óptico de b cm. 
A concentração (c) de um analito absorvente está relacionada linearmente à absorbância (A), 
conforme representado pela equação, que é uma representação matemática da lei de Beer. 
 
Procedimento 
 
Preparo das soluções padrões 
 

 A partir de uma solução padrão estoque de alaranjado de metila, preparar uma série 
de 5 soluções padrões, utilizando uma pipeta de 5 mL. Colocar em balões de 25 mL, 
alíquotas de :2,5; 3,5; 5,0; 6,5 e 7,5 mL. Completar o volume com água destilada, 
homogeneizar, enumerar os balões de 1 a 5. 

 
Obtenção do espectro de absorção do alaranjado de metila 
 

 Encher uma cubeta, caminho óptico de 1 cm, com água destilada que será usada como 
branco. Fazer a leitura. Encher outra cubeta de mesma espessura, com a solução 
padrão 3. Novamente efetuar a leitura. Em seguida, devem ser medidas as 
transmitâncias da solução 3 nos seguintes comprimentos de onda: 430, 440, 450, 
455, 460, 465, 470, 475, 480, 490nm. Para cada ajuste do comprimento de onda 
colocar a cubeta com água destilada no caminho óptico e ajustar a transmitância em 
100%. Nesta etapa é possível determinar o comprimento de onda de máxima 
absorbância, ou seja, onde o valor de transmitância é o menor. 

 
Obtenção da curva analítica do alaranjado de metila 
 

 Ajustar no espectrofotômetro o comprimento de onda de máxima absorção, obtido no 
item anterior. Usando água destilada, como branco, ajustar o 100% de transmitância e 
em seguida medir a transmitância das soluções padrões 1, 2, 3, 4 e 5. 

 
Determinação da concentração do alaranjado de metila 
 

 Com o espectrofotômetro ajustado nas mesmas condições de obtenção da curva 
analítica, medir a transmitância de uma solução de alaranjado de metila de 
concentração desconhecida que será fornecida pelo professor. 

 
 

Tratamento de dados 
 

 Construir uma tabela com valores de transmitância, absorbância e comprimento de 
onda para a solução padrão 3. Traçar o espectro de absorção colocando os valores de 
absorbância em ordenadas e os comprimentos de onda em abscissa e assinalar 
graficamente o comprimento de onda de máxima absorção. 

 Construir uma tabela com valores de transmitância, absorbância e concentração das 
soluções padrões de 1-5. Traçar o gráfico, colocando-se os valores de absorbância em 
ordenada e concentração do alaranjado de metila na abscissa, obtendo assim a curva 
analítica.  

-  Utilizando o método analítico, calcular a concentração de alaranjado de metila na 
amostra,    expressar em g L1- e ppm. 
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- Determinar através da curva analítica a sensibilidade e o coeficiente de detecção do    
método desenvolvido. 

 
Bibliografia Consultada 
 
Universidade Presbiteriana Mackenzie, Escola de Engenharia, Laboratório de Análise 
Instrumental, São Paulo (SP), 2002. 
A. I. Vogel, Análise Química Quantitativa, São Paulo (SP), Guanabara, 1992. 
Harris, D. C.Química Analítica Quantitativa, Rio de Janeiro (RJ), LTC, 2001. 
Erwing, G. W., Métodos Instrumentais de Análise Química, São Paulo (SP), Edgar Blucher, 
volumes1e 2, 1972. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 50 

 
EXPERIMENTO 03 

 
APLICAÇÃO DA LEI DE BEER PARA UMA SOLUÇÃO DE CrCl3 

 
Introdução 
 

A espectroscopia de absorção molecular está baseada na medida da transmitância T ou 
absorbância A de soluções contidas em células transparentes tendo um caminho óptico de b ( ou 
l) em cm. A concentração c de um analito absorvente está relacionada linearmente à 
absorbância (A), conforme representado pela equação, que é uma representação matemática da 
lei de Beer. 
 

..log
1

loglog 0 bcT
TP

P
A

t

  

 
onde P0 =  luz incidente, Pt  = luz transmitida e b = l 
  

A lei de Beer é ideal ao descrever o comportamento da absorção de meios contendo 
concentrações baixas do analito. Em concentrações 0,01 mol L1- a distância média entre as 
moléculas responsáveis pela absorção diminui, podendo alterar a capacidade das moléculas de 
absorver um determinado comprimento de onda da radiação. Como a extensão da interação 
depende da concentração, isso pode causar um desvio da linearidade entre absorbância e 
concentração. 

Neste experimento a lei de Beer pode ser claramente demonstrada obtendo-se as 
absorbâncias de solução diluídas de uma espécie absorvente, em diferentes concentrações. Para 
isso será utilizado um espectrofotômetro que seja sensível à região do visível do espectro. 
 
Procedimento  
 
Obtenção do Espectro de Absorção da Solução de C rCl3  
 

 Preparar uma solução estoque de CrCl3 0,10 mol L-1. 
 Encher uma cubeta, caminho óptico de 1 cm, com água destilada, que será o branco.  
 Colocar a cubeta com o branco no espectrofotômetro e fazer a leitura. 
 Colocar  a agora a cubeta contendo a solução de CrCl3 e anotar o valor da absorbância 

no comprimento de onda de 434 e 620 nm. 
 Repetir este procedimento variando o comprimento de onda a cada 10 nm, até 650 

nm, para cada concentração. 
 
Obtenção da curva de calibração 
 

 A partir da solução estoque, preparar soluções nas concentrações 0,1; 0,008; 0,006; 
0,004; 0,02 e 0,001 mol L-1. 

  Fazer a leitura nos comprimentos de onda 434 e 620 nm. 
 Anotar os valores das absorbâncias encontrados. Salvar o espectro. 
 Repetir o procedimento com as outras soluções de concentrações diferentes. 
 Imprimir os espectros juntos. Observar e tirar conclusões. 

 
 
 
 
 
 
Tratamento dos dados 
 

Traçar a curva de calibração nos dois comprimentos de onda. 
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Determinar a concentração de CrCl3 em uma amostra desconhecida, fornecida pelo 
professor. 
Comentar as características das curvas da lei de Beer obtidas neste experimento.  
Justificar a escolha feita em relação aos comprimentos de onda usados na determinação 
da amostra desconhecida. 

 
 

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA 
 
Skoog, D. A., Holler, F. J. e Nieman, T. A., Princípio de Análise Instrumental, Artmed Editora 
S.A., São Paulo, 2002. 
http://www.iqm.unicamp.br/webdisc/apqa313h.htm  
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EXPERIMENTO 04 
 

ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIÃO UV/VIS: DETERMINAÇÃO DAS CARACTERÍSTICAS  
DE UM ESPECTROFOTÔMETRO 

 

Introdução 

Alguns dos parâmetros mais importantes de um espectrofotômetro, que têm efeito direto 
sobre as determinações analíticas quantitativas (determinação de concentrações), são: 

(1) reprodutibilidade fotométrica, 

(2) linearidade fotométrica,  

(3) limites de detecção e de quantificação, 

(4) reprodutibilidade do comprimento de onda. 

 

A gama espectral do ultravioleta é a zona que apresenta erros de medição mais 
pronunciados, devido à intensidade da radiação analisada ser menor, e também ao aumento da 
influência da luz dispersa. Assim, a reprodutibilidade e linearidade fotométricas vão ser 
determinadas nesta região do espectro eletromagnético, utilizando como composto padrão o 
brometo de potássio (KBr) em solução aquosa. Este sal, em solução aquosa, apresenta um 

espectro de absorção na região 180 a 250 nm, correspondente à absorção do íon Br
-
. 

A concentração analítica pode ser correlacionada com as absorbâncias medidas através 
da lei de Lambert-Beer: 

 

A = .b.c (1) 

 

em que A é a absorbância medida, c a concentração analítica molar (mol L-1),  a absortividade 
molar (mol-1 L cm-1) e b o percurso óptico, ou seja a espessura da célula de medida (cm). 

A reprodutibilidade fotométrica relaciona-se diretamente com a estabilidade das 
medidas efetuadas num espectrofotômetro. Um modo de estimar este parâmetro será através 
dos desvios padrão das leituras efetuadas (A), através da seguinte equação: 

 

 
 

1n

SS
2

AiA

A 


  ,

                (2) 

onde SA,i é sinal do analito para as diferentes medidas e AS  o seu valor médio. A 
reprodutibilidade fotométrica está diretamente relacionada com o ruído de fundo, e depende da 
zona espectral (ou seja, do comprimento de onda) e da concentração do analito. Numa situação 
ideal o espectrofotômetro não devia ter variações superiores a 1% para qualquer medida 
efetuada. 
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Linearidade fotométrica corresponde a gama de concentrações para a qual a resposta do 
espectrofotémetro é linear, ou seja, quando a relação entre a concentração ([A]) e o sinal (SA) 
pode ser descrita por uma recta do tipo: 

 

 SA=m.[A]+b                          (3) 

 

Sempre que possível uma medida analítica deve ser efectuda nesta gama de 
concentrações, que se pretende seja suficentemente extensa para evitar diluições das amostras. 
Ou seja, o método escolhido para uma determinada análise deve ter uma gama linear 
dinâmica (DRA) elevada. Por definição: 

 

 DRA=SA,max/SA,min                     (4) 

 

em que SA,max corresponde ao sinal máximo e SA,min ao sinal mínimo da gama de linearidade. 

  
A sensibilidade de um método de análise relaciona-se directamente com a possibilidade 

de distinguir duas concentrações de analito muito próximas. Os factores que limitam a 
sensibilidade de um método são o declive da recta de calibração e a reprodutibilidade 
fotométrica (ou a precisão) do espectrofotómetro. Para medidas efectudas no mesmo 
espectrofotómetro, com igual reprodutibilidade fotométrica, um declive maior da recta de 
calibração corresponderá ao método de maior sensibilidade. Pode também ser determinada uma 
sensibilidade analitica () para cada medida efectuada. Esta define-se como: 
 

A=m/A           (5) 
 

em que para a medida do sinal de A se obteve um desvio pardão do sinal medido A para a recta 
com declive m. 
 

O limite de detecção (LD) é geralmente aceite como sendo a quantidade 
(concentração, peso...) miníma do analito que se pode detectar com um determinado grau de 
confiança. Este limite depende da razão da intensidade do sinal do analito em relação às 
flutuações da medida do branco. Isto significa que, a menos que o sinal do analito (SA) seja k 
vezes superior às variações aleatórias do sinal do branco (Sb), uma detecção correcta do sinal do 
analíto não é possível. O sinal mímino detectável (Smim) pode ser calculado do seguinte modo: 

 bbmim kSS                     (6) 

onde bS é o sinal médio do branco para um número de medidas entre 20 e 30, e b  o desvio 

padrão dessas medidas. Para um grau de confiança superior a 89% um valor aceite para o k é 3. 
Sendo o limite de detecção calculado pela seguinte expressão: 

 
m

SS
LD

bmim 
                     (7) 

 

O limite de quantificação (LQ) pode ser obtido considerando que este deve ser igual a 10 
vezes o desvio padrão da medida quando a concentração é zero. Deste modo, podemos utilizar as 
equações (6) e (7) para calcular o seu valor mas considerando k=10. 

 

Para determinar a reprodutibilidade do comprimento de onda deve ser utilizado um 
composto puro cujo espectro apresente um conjunto de bandas bem características e 
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conhecidas. O benzeno (C6H6), o seu espectro de absorção (espectro vibrônico), em fase gasosa 
pode ser um dos padrões a utilizar, para a região do ultravioleta. Nesta gama espectral, o 
espectro de absorção eletrônico do benzeno, em fase gasosa, apresenta uma série de bandas 
vibracionais bem resolvidas e com comprimentos de onda máximos muito específicos (bem 
conhecidos). 

 
Experimental 

 
1 - Soluções 
 

Soluções aquosas de KBr numa gama de concentrações entre 0,01 mol/L  1 x 10-6 mol/L. 
Na preparação das soluções deve ter em conta que: 

 
a) as soluções devem ser em número suficiente (num mínimo 3) de modo a garantir 

alguma confiança nos resultados obtidos;  
b) as soluções podem ser preparadas por diluição da solução mais concentrada; 
c) as concentrações escolhidas para os padrões devem ter um número de pontos mais 

elevado na zona em que prevê existir relação linear A vs c, ou seja nos extremos, 
isto é, menos soluções com concentrações próximas de 0,01 mol/L e 1 x 10-6 mol/L. 

 
 

2 – Medidas 
 

Programar o espectrofotômetro para traçar um espectro de absorção entre 190 e 300 

nm, e que corresponde à zona de absorção do Br
-
 (ver anexo 1), de modo a determinar uma 

gama de comprimentos de onda que pareça razoável para o ensaio. A cubeta a utilizar será de 
cerca de 1 cm. Deve-se escolher uma solução com concentração adequada de KBr para traçar 
este espectro. 
 

Programar o espectrofotômetro para medir em modo de comprimentos de onda múltiplos 
para 6 comprimentos de onda (190, 195, 200, 210, 220 e 240 nm). A fenda a utilizar será de 
cerca de 1 nm. 

 
As células que vão ser utilizadas nas medições espectrofotométricas para este trabalho 

são de quartzo, sendo necessários alguns cuidados especiais na sua utilização: 
 
a) quando não está dentro do espectrofotômetro, deve ser posta num suporte para 

evitar a sua queda e destruição; 
b) ao manusear a célula nunca  colocar dedos nas paredes transparentes da célula; 
c) a célula deve ser cheia até cerca de ¾, depois de a lavar duas a três vezes, com 

uma pequena quantidade de solução a analisar; 
d) antes das medições deve limpar as paredes com um papel macio para retirar solução 

que esteja na zona exterior da célula mas sem riscar a mesma; 

Para efetuar as medições deve começar pela solução mais diluída, ou seja o branco, 
seguindo a ordem crescente de concentrações. Deste modo evita-se a lavagem da célula. 
 

A célula deve ser colocada dentro do espectrofotômetro de modo a que a radiação 
atravesse as paredes transparentes.  

 
No caso do espectrofotômetro de feixe duplo deve ser colocada no respectivo porta-

amostra uma célula equivalente contendo apenas o branco, ou seja o solvente. 
 

Fazer a leitura do “branco” a estes comprimentos de onda e para cada uma das 
soluções, registrar as respectivas absorbâncias (A). 

 
Tratamento de Resultados e Discussão 
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No tratamento de resultados e discussão o aluno deve efetuar todos os cálculos e 
discutir todos os tópicos que achar conveniente para um bom entendimento, ou o que for 
solicitado. O aluno de ve também efetuar os cálculos e responder: 
 
(Parte A) 
 

a)  Calcular os valores médios de absorvência para cada comprimento de onda de cada 
amostra (cada concentração) e representá-los num gráfico tipo XY, com escala 
logarítmica em ambos os eixos, A (ordenada) vs c (abscissa). 

b)  Determinar o intervalo de linearidade da absorvência para cada comprimento de 
onda, interpretando esta gama de concentrações e os desvios à linearidade. 

c)  Calcular a sensibilidade do método aos diferentes comprimentos de onda. 
Representar (para cada ) apenas na gama de concentrações onde existe linearidade 
A vs c (escala linear) e ajustar os pontos que pareçam convenientes. (Nota: uma 
medida da sensibilidade do método é dada pelo declive da reta obtida por ajuste 
linear aos pontos experimentais). 

d)  Estimar para cada uma das retas obtidas o limite de quantificação, comparar com o 
limite de detecção. 

e) Calcular, para o intervalo de linearidade determinado, os desvios padrão dos valores 
de absorvência medidos. Representar graficamente, para cada comprimento de 
onda, s vs c. Interpretar os resultados. 

 
(Parte B) 
 

f) Calcular os desvios padrão dos comprimentos de onda medidos. 
g) Representar graficamente os desvios padrão em função do comprimento (s sv ) de 

onda. Interpretar os resultados. 
 
Observações 
 
Células de quartzo - cuidados na utilização: 
 

a) quando não estiver dentro do espectrofotômetro, deve ser posta num suporte para 
evitar a sua queda e destruição; 

b)  ao manusear a célula, nunca deve colocar os dedos nas paredes transparentes da 
célula; 

c)  a célula deve ser cheia até cerca de ¾, depois de ser lavada, pelo menos duas vezes, 
com uma pequena quantidade da solução a analisar; 

d) antes de efetuar as medições, deve-se limpar as paredes com um papel macio para 
retirar solução que esteja na zona exterior da célula, mas sem riscar a mesma; 

e) a célula deve ser colocada dentro do espectrofotômetro de modo que a radiação 
atravesse as paredes transparentes. 
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Quantitative Chemical Analysis (6a. Edition) 

Daniel C. Harris, 6a. Edição;  Pgs 48 – 56. 
 
Spectrophotometric Determination of Iron in Vitamin Tablets1 
 
In this procedure, iron from a vitamin supplement tablet is dissolved in acid, reduced to Fe2+ 
with hydroquinone, and complexed with o-phenanthroline to form an intensely colored complex 
(Color Plate 15 in the textbook). 
 

 
 
 
REAGENTS 
Hydroquinone: Freshly prepared solution containing 10 g/L in water. Store in an amber bottle.  
 
Trisodium citrate: 25 g/L in water. 
 
o-Phenanthroline: Dissolve 2.5 g in 100 mL of ethanol and add 900 mL of water. Store in na 
amber bottle. 
 
Standard Fe (0.04 mg Fe/mL): Prepare by dissolving 0.281 g of reagent-grade 
Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O in water in a 1-L volumetric flask containing 1 mL of 98 wt % H2SO4. 
 
PROCEDURE 
1. Place one tablet of the iron-containing vitamin in a 125-mL flask or 100-mL beaker and boil 
gently (in a fume hood) with 25 mL of 6 M HCl for 15 min. Filter the solution directly into a 100-
mL volumetric flask. Wash the beaker and filter several times with small portions of water to 
complete a quantitative transfer. Allow the solution to cool, dilute to the mark and mix well. 
Dilute 5.00 mL of this solution to 100.0 mL in a fresh volumetric flask. If the label indicates that 
the tablet contains <15 mg of Fe, use 10.00 mL instead of 5.00 mL. 
 
2. Pipet 10.00 mL of standard Fe solution into a beaker and measure the pH (with pH paper or a 
glass electrode). Add sodium citrate solution 1 drop at a time until a pH of ~3.5 is reached. 
Count the drops needed. (It will require about 30 drops.) 
 
3. Pipet a fresh 10.00-mL aliquot of Fe standard into a 100-mL volumetric flask and add the 
same number of drops of citrate solution as required in Step 2. Add 2.00 mL of hydroquinone 
solution and 3.00 mL of o-phenanthroline solution, dilute to the mark with water, and mix well. 
 
4. Prepare three more solutions from 5.00, 2.00, and 1.00 mL of Fe standard and prepare a 
blank containing no Fe. Use sodium citrate solution in proportion to the volume of Fé solution. (If 
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10 mL of Fe requires 30 drops of citrate solution, 5 mL of Fe requires 15 drops of citrate 
solution.)  
 
5. Find out how many drops of citrate solution are needed to bring 10.00 mL of the iron 
supplement tablet solution from Step 1 to pH 3.5. This will require about 3.5 or 7 mL of citrate, 
depending on whether 5 or 10 mL of unknown was diluted in the second part of Step 1.  
 
6. Transfer 10.00 mL of solution from Step 1 to a 100-mL volumetric flask. Add the required 
amount of citrate solution determined in Step 5. Then add 2.00 mL of hydroquinone solution and 
3.0 mL of o-phenanthroline solution; dilute to the mark and mix well. 
 
7. Allow the solutions to stand for at least 10 min. Then measure the absorbance of each 
solution at 508 nm. (The color is stable, so all solutions may be prepared and all the 
absorbances measured at once.) Use distilled water in the reference cuvette and subtract the  
absorbance of the blank from the absorbance of the Fe standards. 
 
8. Make a graph of absorbance versus micrograms of Fe in the standards. Find the slope and 
intercept (and standard deviations) by the method of least squares. Calculate the molarity of 
Fe(o-phenanthroline)3 2+ in each solution and find the average molar absorptivity (ε in Beer's 
law) from the four absorbances. (Remember that all the iron has been converted to the 
phenanthroline complex.) 
 
9. Using the calibration curve (or its least-squares parameters), find the number of milligrams of 
Fe in the tablet. 
____________________________________________________________  
1. R. C. Atkins, J. Chem. Ed. 1975, 52, 550 
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20. Microscale Spectrophotometric Measurement of Iron in Foods by Standard 
Addition1 
 
This microscale experiment uses the same chemistry as that of Experiment 19 to measure iron 
in foods such as broccoli, peas, cauliflower, spinach, beans, and nuts. A possible project is to 
compare processed (canned or frozen) vegetables to fresh vegetables. Instructions are provided 
for small volumes, but the experiment can be scaled up to fit available equipment. Section 5-3 in  
the textbook describes the method of standard addition.  
 
REAGENTS 
2.0 M HCl: 15 mL/student. Dilute 165 mL of concentrated (37 wt %) HCl up to 1 L. 
 
Hydroquinone: 4 mL/student; prepared as in Experiment 19. 
 
Trisodium citrate dehydrate: 4 g/student. 
 
o-Phenanthroline: 4 mL/student; prepared as in Experiment 19. 
 
Standard Fe (40 µg Fe/mL): 4 mL/student; prepared as in Experiment 19. 
6 M HCl: Dilute 500 mL of 37 wt % HCl up to 1 L with distilled water. Store in a bottle and reuse 
many times for soaking crucibles. 
 
PROCEDURE 
1. Fill a clean porcelain crucible with 6 M HCl in the hood and allow it to stand for 1 h to remove 
traces of iron from previous uses. Rinse well with distilled water and dry. After weighing the 
empty crucible, add 5–6 g of finely chopped food sample and weigh again to obtain the mass of 
food. (Some foods, like frozen peas, should not be chopped because they will lose their normal 
liquid content.) 
 
2. This step could require 3 h, during which you can be doing other lab work. Carefully heat the 
crucible with a Bunsen burner in a hood (Experiment 3, Figure 1). Use a low, flame to dry the 
sample, being careful to avoid spattering. Increase the flame temperature to char the sample. 
Keep the crucible lid and tongs nearby. If the sample bursts into flames, use tongs to place the 
lid on the crucible to smother the flame. After charring, use the hottest possible flame (bottom 
of crucible should be red hot) to ignite the black solid, converting it to white ash. Continue 
ignition until all traces of black disappear. 
 
3. After cooling the crucible to room temperature, add 10.00 mL of 2.0 M HCl by pipet and swirl 
gently for 5 min to dissolve the ash. Filter the mixture through a small filter and collect the 
filtrate in a vial or small flask. You need to recover >8 mL for the analysis.  
 
4. Weigh 0.71 g of trisodium citrate dehydrate into each of four 10-mL volumetric flasks. Using a 
2-mL volumetric pipet or a 1-mL micropipet, add 2.00 mL of ash solution to each flask. Add 4 
mL of distilled water and swirl to dissolve the citrate. The solution will have a pH near 3.6. Using 
a micropipet, add 0.20 mL of hydroquinone solution and 0.30 mL of phenanthroline solution to 
each flask.  
 
5. Label the volumetric flasks 0 through 3. Add no Fe standard to flask 0. Using a micropipet, 
add 0.250 mL of Fe standard to flask 1. Add 0.500 mL of Fe standard to flask 2 and 0.750 mL to 
flask 3. The four flasks now contain 0, 1, 2, and 3 µg Fe/mL, in addition to Fe from the food. 
Dilute each to the mark with distilled water, mix well, and allow 15 min to develop full color. 
 
6. Prepare a blank by mixing 0.71 g of trisodium citrate dehydrate, 2.00 mL of 2.0 M HCl, 0.20 
mL of hydroquinone solution, 0.30 mL of phenanthroline solution and diluting to 10 mL. The 
blank does not require a volumetric flask. 
 
7. Measure the absorbance of each solution at 512 nm in a 1-cm cell with distilled water in the 
reference cell. Before each measurement, remove all liquid from the cuvet with a Pasteur pipet. 
Then use ~1 mL of your next solution (delivered with a clean, dry Pasteur pipet) to wash the 
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cuvet. Remove and discard the washing. Repeat the washing once more with fresh solution and 
discard the washing. Finally, add your new solution to the cuvet for measuring absorbance. 
 
8. Subtract the absorbance of the blank from each reading and make a graph like that in Figure 
5-7 in the textbook to find the Fe content of the unknown solution. Calculate the wt % of Fé in 
the food. Use Equation 5-17 in the textbook to estimate the uncertainty in the wt % of Fé in the 
food. 
_______________________________________________ 
1. Idea based on P. E. Adams, J. Chem. Ed. 1995, 72, 649. 
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21. Spectrophotometric Measurement of an Equilibrium Constant 
 
In this experiment, we will use the Scatchard plot described in Section 19-2 of the textbook to 
find the equilibrium constant for the formation of a complex between iodine and pyridine in 
cyclohexane:1 
 

 
 
Both I2 and I2.pyridine absorb visible radiation, but pyridine is colorless. Analysis of the spectral 
changes associated with variation of pyridine concentration (with a constant total concentration 
of iodine) will allow us to evaluate K for the reaction. The experiment is best performed with a 
recording spectrophotometer, but single-wavelength measurements can be used. 
 
PROCEDURE 
All operations should be carried out in a fume hood, including pouring solutions into and out of 
the spectrophotometer cell. Only a capped cuvette containing the solution whose spectrum is to 
be measured should be taken from the hood. Do not spill solvent on your hands or breathe the 
vapors. Used solutions should be discarded in a waste container in the hood, not down the drain. 
 
1. The following stock solutions should be available in the lab: 
 
(a) 0.050–0.055 M pyridine in cyclohexane (40 mL for each student, concentration known 
accurately). 
 
(b) 0.012 0–0.012 5 M I2 in cyclohexane (10 mL for each student, concentration known 
accurately). 
 
2. Pipet the following volumes of stock solutions into six 25-mL volumetric flasks labeled A–F, 
dilute to the mark with cyclohexane, and mix well. 
 

 
 
3. Using glass or quartz cells, record a baseline between 350 and 600 nm with solvent in both 
the sample and the reference cells. Subtract the absorbance of the baseline from all future 
absorbances. If possible, record all spectra, including the baseline, on one sheet of chart paper. 
(If a fixed-wavelength instrument is used, first find the positions of the two absorbance maxima 
in solution E. Then make all measurements at these two wavelengths.)  
 
4. Record the spectrum of each solution A–F or measure the absorbance at each maximum if a 
fixed-wavelength instrument is used. 
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DATA ANALYSIS 
1. Measure the absorbance at the wavelengths of the two maxima in each spectrum. Be sure to 
subtract the absorbance of the blank from each. 
 
2. The analysis of this problem follows that of Reaction 19-10 in the textbook, in which P is 
iodine and X is pyridine. As a first approximation, assume that the concentration of free pyridine 
equals the total concentration of pyridine in the solution (because [pyridine] >> [I2]). Prepare a 
graph of .A/[free pyridine] versus .A (a Scatchard plot), using the absorbance at the I2.pyridine 
maximum. 
 
3. From the slope of the graph, find the equilibrium constant using Equation 19-16 in the 
textbook. From the intercept, find .ε (= εPX – εX). 
 
4. Now refine the values of K and .ε. Use .ε to find εPX. Then use the absorbance at the 
wavelength of the I2.pyridine maximum to find the concentration of bound and free pyridine in 
each solution. Make a new graph of .A /[free pyridine] versus .A, using the new values of [free 
pyridine]. Find a new value of K and .ε. If justified, perform another cycle of refinement. 
 
5. Using the values of free pyridine concentration from your last refinement and the values of 
absorbance at the I2 maximum, prepare another Scatchard plot and see if you get the same 
value of K. 
 
6. Explain why an isosbestic point is observed in this experiment. 
 
1. For literature values of the equilibrium constant for the reaction between I2 and pyridine, see 
S. S. Barton and 
 
_________________________________________________________ 
R. H. Pottier, J. Chem. Soc. Perkin Trans. II 1984, 731. 
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22. Spectrophotometric Analysis of a Mixture: Caffeine and Benzoic Acid in a Soft 
Drink1 
 
In this experiment we use ultraviolet absorbance (Figure 1) to measure two major species in soft 
drinks. Caffeine is added as a stimulant and sodium benzoate is a preservative. 
 

 
 
All solutions will contain 0.010 M HCl, so the sodium benzoate is protonated to make benzoic 
acid. Caffeine has no appreciable basicity, so it is neutral at pH 2. 

 
 
Figure 1. Ultraviolet absorption of benzoic acid, caffeine, and a 1:50 dilution of Mountain Dew 
soft drink. All solutions contain 0.010 M HCl.  
 
We restrict ourselves to non-diet soft drinks because the sugar substitute aspartame in diet soda 
has some ultraviolet absorbance that slightly interferes in the present experiment. We also avoid 
darkly colored drinks because the colorants have ultraviolet absorbance. Mountain Dew, Mello 
Yello, and, probably, other lightly colored drinks are suitable for this experiment. There is 
undoubtedly some ultraviolet absorbance from colorants in these beverages that contributes 
systematic error to this experiment. The procedure we describe includes the construction of 
calibration curves. The experiment could be shortened by recording just one spectrum of 
caffeine (20 mg/L) and one of 
benzoic acid (10 mg/L) and assuming that Beer's law is obeyed. The experiment could be 
expanded to use high-performance liquid chromatography (HPLC) and/or capillary 
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electrophoresis to obtain independent measurements of caffeine and benzoic acid (and 
aspartame in diet drinks).1 
 
Reagents 
 
Stock solutions: An accurately known solution containing ~100 mg benzoic acid/L in water and 
another containing ~200 mg caffeine/L should be available.  
 
0.10 M HCl: Dilute 8.2 mL of 37 wt % HCl to 1 L. 
 
Procedure 
1. Calibration standards: Prepare benzoic acid solutions containing 2, 4, 6, 8 and 10 mg/mL in 
0.010 M HCl. To prepare a 2 mg/mL solution, mix 2.00 mL of benzoic acid standard plus 10.0 mL 
of 0.10 M HCl in a 100-mL volumetric flask and dilute to the mark with water. Use 4, 6, 8 and 10 
mL of benzoic acid to prepare the other standards. In a similar manner, prepare caffeine 
standards containing 4, 8, 12, 16 and 20 mg/mL in 0.010 M HCl. 
 
2. Soft drink: Warm ~20 mL of soft drink in a beaker on a hot plate to expel CO2 and filter the 
warm liquid through filter paper to remove any particles. After cooling to room temperature, 
pipet 4.00 mL into a 100-mL volumetric flask. Add 10.0 mL of 0.10 M HCl and dilute to the 
mark. Prepare a second sample containing 2.00 mL of soft drink instead of 4.00 mL.  
 
3. Verifying Beer's law: Record an ultraviolet baseline from 350 to 210 nm with water in the 
smple and reference cuvets (1.000 cm pathlength). Record the ultraviolet spectrum of each of 
the 10 standards with water in the reference cuvet. Note the wavelength of peak absorbance for 
benzoic acid (λ') and the wavelength for the peak absorbance of caffeine (λ"). Measure the 
absorbance of each standard at both wavelengths and subtract the baseline absorbance (if your 
instrument does not do this automatically). Prepare a calibration graph of absorbance versus 
concentration (M) for each compound at each of the two wavelengths. Each graph should go 
through 0. The least-squares slope of the graph is the molar absorptivity at that wavelength. 
 
4. Unknowns: Measure the ultraviolet absorption spectrum of the 2:100 and 4:100 dilutions of 
the soft drink. With the absorbance at the wavelengths λ' and λ", use Equation 19-6 in the 
textbook to find the concentrations of benzoic acid and caffeine in the original soft drink. Report 
results from both dilute solutions. 
 
5. Synthetic unknown: If your instructor chooses, measure the spectrum of a synthetic, 
unknown mixture of benzoic acid and caffeine prepared by the instructor. Use Equation 19-6 in 
the textbook to find the concentration of each component in the synthetic unknown. 1. V. L. 
McDevitt, A. Rodriquez and K. R. Williams, J. Chem. Ed. 1998, 75, 625. 
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