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PRATICA 02 — ESPECTROFOTOMETRIA
DE ABSORCAO MOLECULAR NO UV-VIS:
OPERACAO E RESPOSTA DO
ESPECTROFOTOMETRO

META

Proporcionar o contato do aluno com a instrumentacdo analitica empregada em analises
espectrofotométricas abordando as questdes técnicas e operacionais;

desenvolver habilidades e competéncias referentes a espectrometria;

redigir o relatério prético.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:

reconhecer um espectrofotdmetro de absorcao no UV-VIS;

reconhecer o0s acessorios relacionados a instrumentacgéo analitica estudada,;
operar um espectrofotdmetro;

interpretar os resultados obtidos em analises empregando o espectrofotdmetro;
preparar o relatorio da prética, segundo as instru¢des da aula Préatica 01.

PRE-REQUISITOS

Conhecer os fundamentos da espectrometria de absorcdo molecular na regido do UV-VIS
(conteddo abordado na Aula 02);

estar no laboratdrio de quimica instrumental;

estar vestindo todos os EPIs (Equipamento de Protecao Individual) necessarios.

Elisangela de Andrade Passos



Na ultima aula foram abordados os conceitos basicos e introdutérios
referentes a atividades em um laboratério quimico e as instrugdes para
confeccido do relatério experimental.

Ao longo desta aula aprenderemos as operagdes iniciais relacionadas a
um espetrofotometro, desde a conexdo a rede elétrica, as regulagens basicas,
até a obtencao de espectros de solu¢oes contendo o analito de interesse.

Como apresentado na Aula 02, a espectrofotometria esta baseada na
utilizacdo da radiagdo eletromagnética (luz) para determinar algumas car-
acterfsticas do analito. Para isto empregamos um instrumento chamado
espectrofotometro. O espectrofotometro pode ser constituido por uma
das duas formas de estrutura: com filtro de absorc¢ao (selecio de um com-
primento de onda especifico) ou monocromador (possibilidade de efetuar
uma analise por varredura — diversos comprimentos de onda). O azul de
bromotimol é um composto organico, de férmula quimica C27H28Br205S,
comumente empregado como indicador 4acido-base por apresentar a cat-
acteristica de altera¢ao de cor em fung¢ao do pH da solu¢ao em que esta
presente. Nesta aula iremos verificar algumas caracteristicas espectrais do
azul de bromotimol.

Para iniciarmos os trabalhos com o espectrofotometro devemos ob-
servar os seguintes detalhes:
a) se a rede elétrica ¢é estavel ou possui um estabilizador compativel com a
poténcia do instrumento;
b) qual a tensao de operacao do instrumento;
c) conectar o equipamento a rede elétrica, ligar e aguardar 30 minutos até
a utilizacao.

Reconhecendo o equipamento:

a) existem varios equipamentos comerciais, que apresentam diferentes
aspectos fisicos visuais, porém um Espectrofotometro UV-VIS pode ser
reconhecido pela presenca de um compartimento que possui um suporte
para uma ou mais cubetas, a depender do modelo do equipamento;

b) modelos mais antigos apresentam visor digital ou analégico de Absor-



bancia ou Transmitancia (%T), além de botoes de regulagem para selecao
do comprimento de onda, Absorbancia e Transmitancia, ou teclado digital
com func¢oes semelhantes;

c) modelos mais modernos aparecem acoplados a um computador e pos-
suem controle do equipamento através de software especifico;

d) identifique o modo de operaciao do equipamento, se ¢ através de com-
primento de onda fixo ou por varredura. Esta informacao pode ser obtida
no manual ou site do fabricante, através do modelo do equipamento, ou
verificando se o instrumento permite programar par leitura uma faixa de
comprimento de onda ou um comprimento de onda fixo.

e) identifique quantos suportes de cubetas o equipamento possui;

f) verifique se o material da cubeta é compativel com o solvente que sera
usado no procedimento analitico, as cubetas de quartzo sio as mais indica-
das, porém requerem maiores cuidados;

@) certifique-se que proximo ao equipamento tenha um béquer, um pissete
com agua destilada e papel absorvente macio; este material sera usado na
limpeza da cubeta.

Para esta pratica serao necessarios os seguintes materiais:
a) solucao de azul de bromotimol;
b) solucao de acido cloridrico 1 mol L-1;
¢) solucao de hidréxido de sédio 1 mol L-1;
d) baldo volumétrico de 50 mL e pipetas.

a) Em um balao volumétrico de 50 mL adicione aproximadamente 25 mL
de agua destilada, uma gota de solugao de azul de bromotimol e 1 mL de
solucao de hidréxido de sédio 1 mol L-1. Afira o volume do balio com
agua destilada e agite para homogeneizar. Em outro balao acrescente apenas
a agua e a solucao de hidroxido de sédio, a esta solugao atribui-se o nome
de branco.

b) Se o espectrofotometro permitir operar no modo varredura, programe
uma varredura entre 380 a 780 nm. Adicione a solu¢ao em branco a cubeta,
enxugando a face polida com o auxilio de papel absorvente macio, seguran-
do-a com os dedos, polar e indicador através da face opaca. Acondicione
a cubeta a0 suporte que encontra-se no compartimento de leitura e faca a
zeragem da linha base do sistema. Este procedimento é conhecido como o
branco da andlise, ou seja, 0 equipamento ira registrar toda a interferéncia
da cubeta e do solvente empregado na analise para aqueles comprimentos



de onda selecionados. Para realizar este procedimento de zeragem, verifique
junto ao manual do equipamento ou pega auxilio ao professor. Retire a cu-
beta do compartimento, descatte a 4gua, adicione 1/3 do volume da cubeta
com a solucao de azul de bromotimol preparada anteriormente, e descarte
logo ap6s. Acrescente novamente 1/3 do volume descartando logo em
seguida. Repita este procedimento no minimo 3 vezes, para garantir uma
ambientalizagdao da cubeta com a solucdo a ser analisada. Este procedimento
deve ser repetido sempre e em qualquer situagdo que exija a substitui¢ao
da solucdo contida na cubeta. Apés a ambientalizagdo, preencha 90 % do
volume da cubeta com a solu¢do, enxugue, acondicione no suporte dentro
do compartimento de leitura e efetue a obtengao do espectro da solugao.

c) Se o espectrofotOmetro permitir operar apenas em comprimento de onda
fixo, faga a zeragem do equipamento (100% de transmitancia e absorbancia
zero) em 595 nm. Pec¢a auxilio para identificar o procedimento para o mod-
elo de equipamento que estard usando. Substitua a solu¢ao em branco pela
solucao de azul de bromotimol e efetue a leitura da Absorbancia variando
manualmente o comprimento de onda de 595 a 635 nm a cada 5 unidades
de comprimento de onda.

d) Registre o espectro obtido ou os valores das absorbancias, dependendo
do modo em que operou, e identifique em qualquer um dos casos, em qual
comprimento de onda se obtem a maior absorbancia, conhecido como o
A_..- do analito.

e) Repita os itens de 1 a 4 substituindo a solu¢ao de hidréxido de sédio por
acido cloridrico, e no caso do instrumento de comprimento de onda fixo,
efetue leituras de 415 a 445 nm com intervalos de 5 unidades de compri-
mento de onda.

Nesta aula foram apresentadas as caracteristicas basicas para reconhecer
um espectrofotometro e sua aplicagao na analise qualitativa de uma solugao
de azul de bromotimol.

A obten¢io do espectro de absor¢io de uma solugao contendo o
analito na regiao do UV—Vis tem grande aplica¢ao na identificagao de uma
espécie em solugao. Sem o conhecimento prévio da espécie a ser analisada,
e consequentemente sem o controle das concentragdes, a técnica pode ser
inicialmente empregada na determinacao de parametros relacionados ao
analito, como o A__ . Através das bandas de absorcao € possivel identificar a
espéciee oA . podera ser empregado em uma posterior analise quantitativa.



Uma solucio contendo um analito desconhecido foi submetido a analise
por varredura pela técnica de espectrofotometria UV—Vis. O espectro
resultante esta apresentado abaixo. Com base no espectro obtido indique
qual o Amax. para a regiao do ultravioleta e para a regiao do visivel. Qual
a absorbancia para as duas situagoes para a concentragao em que o analito
se encontra?

183 F0 HID 381 PED INE MM NP M3 MO SED SN A0 483 Ss0 483 B30 SID 43 M SED BO0 B3 A43 420 B3 TON TID 7E3 MO MR

Comnpriarstashe ks frea

Como sabemos a regiao do UV abrange o comprimento de onda de
380 a 180 nm e a regiao do visivel de 780 a 380 nm. Logo, com base
no espectro obtido podemos determinar os A__ ., que € a regido do
espectro onde se observa a maior absorbancia, como mostrado abaixo.
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Na regiao do ultravioleta o kméx. = 280 nm com uma absorbancia de

~ 0,58. Para a regido do visivel od__ . = 570 nm com uma absorbancia
de ~ 0,82.



- Consigo reconhecer um espectrofotometro de absor¢ao no UV-VIS?

- Consigo reconhecer os acessorios relacionados a instrumentag¢ao analitica
estudada?

- Sou capaz de operar um espectrofotometro?

- Sou capaz de interpretar os resultados obtidos em analises empregando
o espectrofotometro?

- Sinto-me capaz de preparar o relatério da pratica, segundo as instrugdes
da aula Pratica 017

Na proéxima aula, Aula Pratica 03, iremos aplicar a Lei de Beer na de-
termina¢ao da concentra¢do de uma solucao de permanganato de potassio
e avaliar os possiveis desvios que a Lei de Beer pode sofrer.
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