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Espectroscopia de absorção molecular no 
UV/Visível
• Medição da transmitância e da absorbância

• Definições e equações

• A Lei de Beer
• Derivação, aplicações e limitações

• Efeito do ruído instrumental nas medições espectrofotométricas
• Fontes de ruído e erros

• Instrumentação
• Desenho e configurações



Medição da Transmitância e Absorbância

• Espectroscopia de absorção molecular baseia-se na medida de 
transmitância, T, ou da absorbância, A, de uma solução contida em 
um recipiente transparente

• O valor de T ou A é correlacionado com a concentração c do analito 
responsável pela absorção e com o caminho óptico b do recipiente 
pela expressão:

• Medição deve ser feita comparativamente:



Termos e símbolos em absorção molecular



Perdas por reflexão e espalhamento



A lei de Beer
• Um feixe de radiação monocromática com potência 

P0 atinge perpendicularmente a superfície;

• A potência diminui para P após percorrer toda a 
extensão b do material contendo n partículas 
absorventes de radiação

• Uma seção transversal do bloco com área S e 
espessura dx conterá dn moléculas que absorverão 
radiação;

• As moléculas preenchem, no total, uma fração dS da 
área indicando a probabilidade de absorção de um 
fóton por dS/S

• A potência do feixe entrando esta seção, Px, é 
proporcional ao número de fótons por cm2 e dPx é a 
quantidade absorvida dentro da seção

• A fração absorvida na seção transversal será –dPx/Px
que também representa a probabilidade média de 
absorção



A Lei de Beer

• Sendo dS a soma das áreas de todas as partículas absorvendo dentro 
da seção proporcional ao número de partículas

dS = a dn

Com dn sendo o número de partículas em uma determinada seção e a 
uma constante de proporcionalidade → seção transversal de captura

• Resolvendo a equação temos:



A Lei de Beer

• Transformando em log10

• Sendo n o número total de partículas no bloco de volume V em cm3

• Relacionando a área em termos de volume

• Temos a expressão logarítmica



A Lei de Beer

• Note que:
• n/V tem unidades de concentração, ou seja, o número de partículas por cm3;

• Convertendo em mol/L

E a concentração em mol/L



A Lei de Beer

• Finalmente, combinando

Temos

E agrupando todas as constantes, temos a Lei de Beer



Aplicação da Lei de Beer para misturas

• O valor da absorbância em um dado comprimento de onda será a 
somatória das absorbâncias de cada espécie absorvendo em solução
• É importante que não ocorra interação entre as espécies

• Todas as espécies absorventes em solução obedecem a Lei de Beer

• Para um sistema com n espécies é necessário obter n determinações em 
comprimentos de onda diferentes:



Limitações da Lei de Beer

• Quando a correlação linear entre absorbância e concentração não é 
obedecida?

• Desvios/limitações instrumentais
• São dependentes da forma como a medição é feita



Desvios fundamentais/limitações reais da Lei 
de Beer
• A Lei de Beer é idealizada para soluções diluídas

• Em soluções relativamente concentradas (> 0,01 mol/L) a distância média entre 
moléculas absorventes diminui e interações entre as mesmas começam a afetar a 
distribuição de cargas;
• Este tipo de interação pode alterar a habilidade das espécies absorverem em um 

determinado comprimento de onda

• Em soluções diluídas de analitos, porém com grandes concentrações de outras 
espécies (por exemplo, eletrólitos)
• Interações eletrostáticas podem alterar a absortividade molar ε das espécies

• Em casos extremos, soluções tão diluídas quanto 10-6 mol/L são necessárias para a 
observação da Lei de Beer

• Em teoria, ε é dependente do índice de refração n. Se a concentração do soluto 
alterar significativamente n → desvio da Lei de Beer→ εn(n2 + 2)2 substitui ε



Desvios químicos aparentes

• Principal causa de desvios químicos ocorre 
quando o analito se dissocia, associa ou reage 
com as moléculas do solvente, gerando uma 
espécie química com espectro de absorção 
diferente.
• Ex.: indicadores ácido-base (Ka = 1,42 x 10-5)

• Quando a concentração total do indicador é 
alterada, a concentração de cada uma das espécies 
se altera de maneira não-linear;

• HIn e In-, individualmente, obedecem a lei de Beer;



Desvios instrumentais aparentes com 
radiação policromática
• Outra limitação importante da Lei de Beer → obtenção de radiação 

verdadeiramente monocromática

Se ε’ = ε’’



Como escolher o melhor λ

• Efeito desprezível se a largura da banda efetiva do monocromador (ou
filtro) < 1/10 da metade da largura do pico a meia altura



Desvios instrumentais na presença de 
radiação espúria
• Se Ps for a radiação espalhada não 

absorvida pela amostra;

• Obs.: Note que desvios instrumentais 
são sempre negativos;



Efeito do ruído instrumental em análises 
espectrofotométricas

• Precisão e exatidão são normalmente afetadas pela incerteza 
associada com o ruído de um instrumento;

• Uma medição instrumental é normalmente melhor representada pela 
relação sinal/ruído



Efeito do ruído instrumental em análises 
espectrofotométricas
• Fontes de ruído instrumentais – eletrônica

• Ruído térmico (Johnson) – gerado pela agitação térmica de carga (geralmente 
elétrons) dentro de um condutor elétrico em equilíbrio, independente da 
voltagem aplicada;

• Ruído eventual (shot) – flutuações aleatórias de corrente DC (cargas discretas 
- elétrons)

• Ruído trêmulo (flicker) – acredita-se que seja causado por cargas que fiquem 
presas entre interfaces de materiais;

• Ruído ambiental



Erros intrínsecos com a medição de 
transmitância
• Ajuste de 0% de T

• Ajuste de 100% de T

• Medição de % de T

• A incerteza na determinação da concentração c pode ser relacionado 
como:

• Após algumas transformações:



Fontes de Erros Instrumentais



Quanto cada erro vale







Instrumentação - espectrofotometria UV-Vis

• Fontes de radiação
• Lâmpadas de deutério ou hidrogênio

• D2 +Ee → D2* → D’ + D’’ + hν
• Emissão contínua de 160 a 375 nm;

• Lâmpada deve ser feita de quartzo



Instrumentação – espectrofotometria UV-Vis 

• Fontes de radiação:
• Lâmpada de filamento de tungstênio

• Utilizada para região do visível e IV

• Emissão contínua de 350 a 2500 nm

• Distribuição: corpo negro



Instrumentação – espectrofotometria UV-Vis

• Compartimento de amostra
• Cubetas de quartzo (λ < 350 nm)

• Vidros borossilicatos

• Plásticos

• b = 1 cm (padrão)

Fonte: https://www.lojanetlab.com.br/acessorios-para-laboratorios/cubetas-de-quartzo-kasvi



Tipos de instrumentos

• Feixe único

• Componentes podem ser simples ou sofisticados

• Geralmente de custo mais reduzido

• Cubetas idênticas são fundamentais



Tipos de instrumento

• Feixe duplo no espaço

• Usa um divisor de feixe e dois transdutores;
• Ajuste de 0% T e mede-se %T
• Compensam flutuações na fonte de radiação



Tipos de Instrumentos

• Feixe duplo no tempo

• Compensação por variação de potência em função de λ
• A maioria dos espectrofotômetros modernos tem essa configuração



Tipos de instrumento

• Canais múltiplos – DAD

• Vantagens:
• Determinação simultânea de todos os λ – rapidez
• Melhoria da relação sinal/ruído – sensibilidade
• Análises rápidas minimizam foto-decomposição





Questões
1) Converta os seguintes valores de transmitância para absorbância: a) 5,38%; b) 0,124; c) 23,8%

2) Uma solução contendo 3,92 mg/100 mL de A (335 g/mol) tem uma transmitância de 64,1% em 
uma célula de 1,50 cm a 425 nm. Calcule a absortividade molar de A neste comprimento de onda;

3) A constante de equilíbrio do par conjugado ácido-base

HIn + H2O ⇌ H3O+ + In-

é 8,00 x 10-5. A partir das informações na tabela 1 (parte inferior do slide):

a) Calcule a absorbância em 430 nm e 600 nm para as seguintes concentrações de indicador: 3,00 
x 10-4 M, 1,00 x 10-4 M, 0,250 x 10-4 M;

b) Plote a absorbância em função da concentração do indicador;

4) Cite algumas das principais limitações da Lei de Beer;

5) Quais as principais diferenças entre os equipamentos de feixe duplo no tempo e no espaço? Qual 
a vantagem de se utilizar um equipamento de feixe duplo no tempo?

6)Cite algumas fontes de incerteza na medida de T, em que categoria se encontram (I, II ou III) e a 
equação de st.

Tabela 1. Absortividade molar das espécies HIn e In- (Questão 3)
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