
DETERMINAÇÃO DO ESPECTRO DE ABSORÇÃO DE LUZ DE AMINOÁCIDOS 

Objetivos 

a) familiarizar o estudante com a técnica analítica da espectrofotometria 

b) mostrar as etapas a serem seguidas numa determinação espectrofotométrica 

 

Considerações 

 A espectrofotometria compreende os métodos analíticos utilizados para a determinação 

da concentração de soluções, tendo como base a absorção de algum tipo de radiação do espectro 

eletromagnético. Baseia-se no fato de que qualquer composto químico, sólido, líquido ou gasoso 

é capaz de absorver, numa certa intensidade, a radiação eletromagnética de definidos 

comprimentos de onda. 

 O visível e o ultravioleta (UV) são duas regiões do espectro eletromagnético, 

comumente utilizadas na quantificação de substancias coloridas ou substancias que absorvem 

radiação UV, respectivamente. Os espectrofotômetros, aparelhos que permitem a avaliação da 

quantidade de luz absorvida pelas soluções, podem ser utilizados para avaliações apenas no 

visível (possuem apenas uma lâmpada de tungstênio) ou em toda a região UV-visível (possuem 

duas lâmpadas intercambiáveis: de tungstênio e de deutério). 

 Sabendo-se que as interações entre a radiação eletromagnética e as partículas das 

substancias do meio dependem, fundamentalmente da energia da radiação, a quantidade de 

radiação absorvida por uma solução varia com o comprimento de onda da radiação incidente. O 

estabelecimento da relação entre esses dois parâmetros produz o chamado “espectro de 

absorção”.  

 O espectro de absorção entre outras utilidades presta-se à escolha da região de trabalho 

que, tanto quanto possível, deve coincidir com o comprimento de onda de máxima absorção. 

 

Material 

a) Espectrofotômetro 

Soluções-padrão de aminoácidos - Leucina -0,2 mg/ml; Triptofano -0,04 mg/ml;- 

Tirosina -0,2 mg/ml 

Procedimento 

1. Determinação do espectro de cada solução de aminoácido. 

a) Ligue o espectrofotômetro 

b) Coloque a cubeta com água destilada no compartimento apropriado e faça uma 

varredura entre 220 nm a 340 nm 

c) Em seguida, pipetar 1 mL de cada solução em uma cubeta de quartzo de 

espectrofotômetro e fazer a varredura de cada aminoacido:  

 

Responda: 

1) Determinar nas diferentes soluções fornecidas:  

a) λmáx;  

b) absorbância obtida em λmáx;  

c) calcular ε da tirosina e do triptofano.  

 

 

 



2- Determinação da curva de absorbância x concentração  

Para construção da curva de absorbância em diferentes concentrações de Triptofano, pipetar os 

seguintes volumes e medir a absorbância em λmáx. (Tabela 2).  

Tabela 2 – Absorbância em λmáx em diferentes concentrações de Triptofano. 

Tubo 
Triptofano 

 (0,5 mg/mL) 

Água 

destilada 

Concentração 

(mg/mL) 

Absorbância 

(λmáx) 

branco  -  5,0 mL     

1  0,1 mL  4,9 mL     

2  0,2 mL  4,8 mL     

3  0,4 mL  4,6 mL     

4  0,7 mL  4,3 mL     

a) Ajuste o aparelho para o comprimento de onda de 280 nm. 

b) Coloque a cubeta com água destilada no compartimento apropriado e ajuste o aparelho 

para A=0 

c) Determine os valores de absorbâncias das soluções padrão 

 

Atividades: 

 

1) Construa um gráfico relacionando as concentrações das solução-padrões (mM) de triptofano 

com seus respectivos valores de absorbância 

2) determine a equação de regressão e o seu coeficiente de regressão 

Equação de regressão:____________________ 

R2: _______________________ 

 

4) Qual o valor de absorbância que corresponde a 45,0% T? 

 

 

5) A absorvância  de  uma  solução  de concentração  desconhecida  do  composto  triptofano,  

no mesmo  solvente  e  usando  a  mesma  cubeta,  é  de  0,733  em  280 nm.  Determine a 

concentração de triptofano na solução desconhecida. 

 

c) Uma solução concentrada do composto triptofano, no mesmo solvente, foi diluída a partir de 

um volume inicial  de  2,00  mL  para  um  volume  final  de  25,00  mL  e  a  seguir  teve  uma 

absorvância  de  0,375.  Qual é  a  concentração  de  triptofano  na  solução  concentrada? 


