
Técnicas fotométricas

Absorbância, fluorescência e quimioluminescência.



Radiação eletromagnética



Espectroscopia
• Estudo das medidas e interpretações dos espectros da radiação 

eletromagnética visível ou não visível.



Luz
• Radiação eletromagnética que é visível ao olho humano

Não corresponde a um 
comprimento de onda especifico



Espectrofotometria 
• Estudo quantitativo das propriedades reflexivas ou transmitivas da 

radiação eletromagnética em função do seu comprimento de onda.
• Espectrofotômetros: aparelhos usados em estudos espectrofotométricos

• Em biologia os espectrofotômetros usados abrangem a luz visível, ultra violeta e/ou 
infravermelho.



• “Branco” -  amostra com 100% de transmitância, água.
• Medido previamente – “single bean”
• Medido simultaneamente – “double bean”

• Fonte de luz: 
• lâmpada de tungstênio – espectro visível
• lâmpada de deutério: espectro UV 
• Lâmpada de xenônio: espectro visível/UV

• Colimadores: “colimam” a luz (ondas paralelas)

• Monocromador: seleciona o comprimento de onda a 
partir de uma fonte de luz branca

• Espelho, grade  (grating) ou prisma decompõem a luz branca
• slit – fenda que seleciona o comprimento de onda

• Cuveta contendo a amostra
• Vidro (borossilicato), plástico: radiação visível
• Quartzo: UV e radiação visível

• Fotodetectores



Princípo de 
funcionamento – 
single bean



Princípo de funcionamento - dual-bean



Transmitância

• Transmitância (T): razão da intensidade luminosa antes (Io) e depois 
(I) de passar pela cuveta (I/Io).  



Lei de Beer-Lambert

• Lei de Beer
• A lei de Beer determina que a intensidade da luz transmitida decai 

exponencialmente com a concentração e uma substância que absorve essa 
luz na solução

• Ou seja a quantidade de luz absorvida é diretamente proporcional a 
concentração da substância colorida na solução



Lei de Beer-Lambert

• Lei de Lambert
• A lei de Lambert determina que a intensidade da luz transmitida decai 

exponencialmente com o comprimento do caminho  por onde a luz passa pela 
solução e pela concentração da substância.

• Ou seja a quantidade de luz absorvida é diretamente proporcional ao 
caminho  por onde a luz passa pela solução



Lei de Beer-Lambert
• Lei de Beer Lambert

• A lei de Beer- Lambert determina que a intensidade da luz transmitida decai 
exponencialmente com o comprimento do caminho  por onde a luz passa (d) e pela 
concentração da substância (c) 

• Ou seja a quantidade de luz absorvida é diretamente proporcional ao comprimento 
do caminho  por onde a luz passa (d) e a concentração da sustância (c)



Absorbância.
• Absorbância (Abs) ou Densidade Óptica (DO) = extinção da luz ao passar pela cuveta:

• Abs = Luiz incidente (Io) – Luz transmitida (T)

• Abs= -log (I/T)
• Não pode ter espalhamento (solução opaca). - turbimetria



Absorbância
• Absorbância (Abs ) ou Densidade Óptica (DO) = extinção da luz ao passar pela cuveta: -log(I/Io)

• Abs = Luiz incidente (Io) – Luz transmitida (T)
• Abs = -log (I/T)

• As moléculas possuem absorbância em comprimentos de onda 
específicos



Relação Transmitância e Absorbância com a 
concentração
• Transmitância (T) é inversamente e logariticamente proporcional a 

concentração da sustância: T α log ( 1/C )
• Absorbância sendo o log da transmitância varia linearmente com a 

concentração



Relação absorbância X concentração

Transmitância: varia 
exponencialmente 
com a concentração

Absorbância: varia 
linearmente com a 
concentração

Transmitância

Absorbância

Concentração

Logaritimica

linear



Determinando a concentração e uma 
substância por absorbância
• Substâncias podem ter uma absorbância maior em determinado comprimento de onda.

• P ex., resíduos de aminoácidos aromáticos (Phe, Tyr, Trp) absorvem em UV (280 nm) ácidos nucleicos 
em 260 nm.

• Escolher o comprimento de onda especifico para sua molécula



Nanodrop: quantificação de ácidos nucleicos 
ou proteínas em pequenas amostras



Determinando a concentração de uma 
substância por absorbância
• Dosagem de moléculas usando-se uma reação química que produz 

um composto “colorido”.
• Dosagem de proteins pelo método de Bradford, Biureto, Lowry

• Escolher o comprimento de onda especifico para sua reação (Bradford 
= 595 nm)



Determinando a concentração de uma 
substância por absorbância
• Realizar uma “curva padrão” com concentrações conhecidas de 

proteína, por exemplo, e comparar com a aosorbância de uma 
amostra desconhecida.



Determinando atividade enzimática por 
absorbância
• Se baseia na formação de um produto que apresenta absorbância 

específica.
• Exemplo: Dosagem de desidrogenases baseado na absorbância d



Determinando atividade enzimática por 
absorbância
• Se baseia na formação de um produto que apresenta absorbância específica.
• Exemplo: Dosagem de desidrogenases baseado na absorbância do NAD(P)H em 

340 nm



Determinando atividade enzimática por 
absorbância
• Se baseia na formação de um produto que apresenta absorbância específica.
• Exemplo: Dosagem de desidrogenases baseado na absorbância do NAD(P)H em 340 nm

• Lactato desidrogenase
• Glutamato desidrogenase



Determinando atividade enzimática por 
absorbância
• Uma reação química pode ser usada para produzir um composto “colorido” a ser 

quantificado
• Exemplo: Dosagem de lactato desidrogenases baseado na redução, pelo NADH produzido 

pela reação ,do sal de tetrazolio a formazan que absorve em 503 nm



Quimioluminescência

• Quimioluminescência é a produção de luz por uma reação química 
que pode ser usada para quantificar substâncias. 



Quimioluminescência

• LUMINOL produz luz quando oxidado, normalmente com peróxido de 
hidrogênio

• Como o ferro é um catalizador da reação, o luminol é usado forensicamente 
para a detecção e traços de sangue



Quimioluminescência

• Detecção de acetilcolina por quimioluminescência usando a reação 
do luminol



Quimioluminescência

• Detecção de acetilcolina por quimioluminescência usando a reação 
do luminol



Quimioluminescência

• Detecção de ATP pela reação da luciferina-luciferase



Quimioluminescência

• Detecção de ATP pela reação da luciferina-luciferase

Visualização em tempo real de ATP sendo liberado 
em um gânglio nervoso de molusco



Fluorescência
• Emissão de luz de comprimento de onda especivico por 

uma molécula em resposta a excitação por um 
comprimento de onda menor (de maior energia)

1- radiação excita eletron em camada eletrônica inferior
 -espectro de excitação
2-eletron excitado pula de camada eletrônica
3-Ao retornar emite de volta radiação em comprimento de onda 
maior
 -espectro de emissão



Rodamina



Microscopia de epifluorescencia



Fluorescência - aplicações

• Visualização intracelular por injeção de fluoróforo

Registro de neurônios com Luciffer Yellow na pipeta do patch-clam



Fluorescência - aplicações

• Detecção de proteinas por imunofluorescencia



Fluorescência - aplicações

• Detecção de proteinas em tecidos por imunofluorescencia

c



Fluorescência - aplicações

• Detecção de alterações na concentração de íons por sondas 
fluorescentes.

• Sondas são moléculas orgânicas que se ligam a íons e quando isso acontece 
elas emitem fluorescência ou alteram sua fluorescência (ratiometrico)

• Existem várias sondas no mercado, a maioria para detectar cálcio, mas já 
existem sondas de sódio, potássio e pH (H+)



Fluorescência - aplicações

• Indicadores de calcio
• Fluo-4: emissão 490 nm/excitação 520 nm



Fluorescência - aplicações

• Indicadores de cálcio ratiométricos
• Fura-2: excitação: razão 340/380 nm; emissão 540 nm



Fluorescência - aplicações

• Indicadores de cálcio ratiométricos
• Indo-1: excitação: 340 nm; emissão razão 401/485 nm



Fluo-4 imagens






• Indicadores genéticos de cálcio - GCAMP6

Fluorescência - aplicações
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