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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um experimento de determinacdo de
cafeina em chd e, a partir deste experimento, elaborar um guia de uso pratico do
Espectrofotdmetro UV-Vis, alocado no Laboratério de Fisico-Quimica da Fatec Campinas. A
Espectroscopia UV-Vis é um dos topicos da disciplina de Andlise Instrumental e, por esse
motivo, a necessidade do desenvolvimento de um procedimento de operacdo do equipamento,
para que o mesmo possa ser utilizado nesta e em outras disciplinas e, até mesmo, no
desenvolvimento de diferentes Trabalhos de Graduacéo. A cafeina € um composto quimico que
pode ser definido como um dos alcaloides mais consumidos do planeta, apesar de algumas
vezes, ser obtido em forma de pilulas na maioria das ocasides é ingerido em bebidas. Sendo
assim, investigou-se a presenca de cafeina em um amostra de chd mate. Para as analises,
inicialmente, foi obtido o espectro de absorcao do padrdo de cafeina e uma curva de calibracéo
utilizando-se 0 mesmo padrdo. Uma vez analisado o padrdo de cafeina, foram lidas amostras
do chéa preparado por infusdo em agua e, a partir da amostra de cha, a cafeina foi extraida em
diclorometano dando origem a uma segunda amostra contendo cafeina. Os resultados obtidos
mostram, qualitativamente, que é possivel determinar a presenca de cafeina em amostras de cha
mate por espectroscopia de absor¢do UV-Vis. Com a realizacdo do experimento foi possivel
compreender o funcionamento do equipamento, explorar suas potencialidades e desenvolver o
manual para uso pratico no laboratorio.

Palavras-chave: espectroscopia UV-Vis; espectrofotdmetro; cafeina.



ABSTRACT

The present work aimed to develop an experiment to determine caffeine in tea and, based on
this experiment, develop a guide for practical use of the UV-Vis Spectrophotometer, located in
the Physical-Chemistry Laboratory of Fatec Campinas. UV-Vis Spectroscopy is one of the
topics of the Instrumental Analysis discipline and, for this reason, the need to develop an
operating procedure for the equipment, so that it can be used in this and other disciplines and,
even, in the development of different Undergraduate Works. Caffeine is a chemical compound
that can be defined as one of the most consumed alkaloids on the planet, although it is
sometimes obtained in pill form and is ingested in drinks on most occasions. Therefore, the
presence of caffeine in a sample of mate tea was investigated. For the analyses, initially, the
absorption spectrum of the caffeine standard and a calibration curve were obtained using the
same standard. Once the caffeine pattern was analyzed, samples of the tea prepared by infusion
in water were read and, from the tea sample, the caffeine was extracted in dichloromethane,
giving rise to a second sample containing caffeine. The results obtained show, qualitatively,
that it is possible to determine the presence of caffeine in mate tea samples by UV-Vis
absorption spectroscopy. By carrying out the experiment it was possible to understand how the
equipment works, explore its potential and develop the practical use manual for use in the
laboratory.

Key words: UV-Vis spectroscopy; spectrophotometer; caffeine.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho aborda o desenvolvimento de um roteiro pratico de uso eficiente
para o espectrofotdmetro disponivel na FATEC Campinas a partir da experiéncia de analise por
Espectroscopia UV-Vis, com o intuito de demonstrar a importancia das aplicacfes préaticas de
teorias estudadas na disciplina de Quimica, deseja-se comprovar que 0s experimentos em
laboratorio enriqguecem o aprendizado e facilitam a compreensdo de determinados temas,
despertando o interesse dos estudantes e facilitando a visualizacdo dos fendmenos estudados,
naturalmente que o presente trabalho ndo busca afirmar que o Gnico modo de se aprender é a
partir da experimentacdo, mas que esta € uma ferramenta de ensino eficaz e Util, isto sera feito
através da determinacdo de concentracdo em amostras de cafeina utilizando o
espectrofotdmetro, de modo que amostras com diferentes concentracdes de cafeina serdo
submetidas a leitura para verificacdo e quantificacdo, a ideia central é conhecer as
funcionalidades de um equipamento de espectroscopia e todos 0s seus potenciais para aulas
praticas tanto em ambientes escolares quanto académicos.

Pesquisas voltadas para o beneficio do ensino e a obtencao de vantagens no aprendizado
sdo comuns assim como para melhor absorcdo dos conteidos transmitidos em classe por parte
de alunos e docentes, isto € positivo uma vez que este tema enriquece a experiéncia didatica e
aumenta o aproveitamento do periodo de estudo.

A disciplina de Quimica ndo costuma ser considerada facil pelas pessoas, especialmente
quando se tem o contato inicial com esta, muitas vezes o0s estudantes assistem as aulas tedricas
em classe, mas tem dificuldade de visualizar o que de fato esta sendo explicado ali, isto cria um
ciclo desvantajoso para o ensino, no qual o aluno memoriza conceitos especificos e 0s mantém
na mente por um determinado periodo de tempo em que estabelece contato com a teoria,
esquecendo-a quando este contato diminui ou acaba. Os experimentos praticos sdo uma boa
forma de estimular o melhor entendimento e absorcdo de contetdos pois reforca assuntos
descritos por oratdria e recursos audiovisuais em observacdes reais dos fenbmenos em questao.
E essencial que os individuos que se propde a estudar a Quimica compreendam aquilo que estdo
de fato estudando, pois, além de utilizada no cotidiano esta disciplina também esta presente no
desenrolar de vérias outras.

A Espectroscopia € utilizada para analisar amostras de diversas naturezas, portanto,

permite ao estudante compreender uma série de conceitos relevantes, ademais, 0s experimentos
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realizados no desenvolver do trabalho poderdo ser replicados em aula e oferecerdo valiosas
informacGes sobre 0 uso adequado do espectrofotdmetro.

Quando se trata de experimentos em laboratdrios para aulas praticas de Quimica, um
bom modo de despertar a atencdo e o interesse dos estudantes é utilizando elementos que Ihes
sdo conhecidos, pois isto facilita a compreensdo dos objetivos da andlise, no caso deste
experimento serdo utilizadas amostras de cafeina, além do proprio café este composto esta
presente em indmeros outros alimentos como energéticos, chocolates, chas, alguns tipos de
doces e até refrigerantes, sendo que esta substancia é popular por seus efeitos estimulantes e
muitas vezes consumidas pelos alunos, isto capta a atencdo e aguca a curiosidade quanto aos
dados que serdo obtidos em uma analise instrumental desta.

No caso do experimento, uma vez que envolve a tecnologia da espectroscopia UV-Vis,
alimentos como o café, chés, chocolates e outros apresentam cores, e estas cores no momento
da leitura irdo interferir na analise fazendo com que o equipamento quantifique substancias que
ndo sdo do interesse do experimento, devido a isso serd abordada a possibilidade de explorar
uma técnica de separacdo

O objetivo geral do presente trabalho foi desenvolver um experimento didatico para a
disciplina de Analise Instrumental do curso de Processos Quimicos da Fatec Campinas. Este
experimento envolverd a utilizagdo da Espectroscopia de absorcdo no UV-Vis na determinacdo
qualitativa e quantitativa de cafeina em amostras preparadas. Para tanto, seguem o0s objetivos
especificos do trabalho:

a) Compreender o funcionamento do espectrofotdmetro disponivel na Fatec Campinas

e explorar todas as suas potencialidades como ferramenta analitica na determinacéo
de diferentes compostos;

b) Desenvolver um método de determinacdo de cafeina em amostras comerciais;

c) Desenvolver um roteiro de uso do espectrofotdmetro, de forma que qualquer docente

e/ou aluno tenha condicOes de utilizar o equipamento.



14

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 0 ESTUDO DA QUIMICA

A Quimica é a ciéncia que estuda as propriedades da matéria e suas transformacdes.
Enquanto disciplina, € vista como base para o desenvolvimento de pesquisas em diferentes areas
do conhecimento como como biologia, geologia, fisica, ecologia dentre outras (Chang;
Goldsby, 2013). A Quimica como ciéncia é muito importante no que se refere a qualidade de
vida humana, visto que é uma area de pesquisa abrangente, que possibilita o desenvolvimento
de diversos itens considerados essenciais para a sociedade, como: energia elétrica, veiculos
automotores, dispositivos eletronicos, medicacgdes, alimentos e tantas outras coisas que sao
consideradas como bésicas pela populagdo comum (Ibidem, 2013).

H& quem questione a razdo por trds da importancia do estudo da Quimica, especialmente
nos periodos de estudo mais basicos, para criancas e adolescentes, fundamentando a divida
numa visdo limitada das diferentes disciplinas da area da quimica, uma perspectiva que nao
percebe que este campo de estudo favorece o desenvolvimento da viso critica do individuo,
que possibilita analisar, compreender e explorar 0 uso destes conhecimentos em seu dia a dia
(Cardoso; Colinvaux, 2000). O conhecimento na area da Quimica revela que é possivel avaliar,
reparar e intervir em situacOes que afetam a qualidade de vida das pessoas, destacando-se, por
exemplo, questdes ambientais de poluicdo da &gua, do ar e do solo por atividades industriais,
por exemplo (Ibidem, 2000).

Muitos alunos consideram o estudo da Quimica muito complexo, um dos motivos desta
consideracéo se deve, provavelmente, ao fato de que a area da Quimica possui um vocabulario
muito especializado (Chang; Goldsby, 2013). No entanto o conhecimento cientifico € o
conjunto de conhecimentos sobre um tema especifico que foram obtidos através de estudos
tedricos e/ou experimentais, no caso da Quimica em especial, percebe-se uma necessidade de
adotar conceitos particulares para adquirir a capacidade de compreender, interpretar e descrever
os fendmenos de transformacdo da matéria, € deste ponto que surge a linguagem quimica
(Roque; Silva, 2008).

Apesar disso, 0 entendimento desta area de pesquisa esta mais proximo de todos do que
se imagina, uma vez que ela esta fortemente presente no cotidiano comum da maior parte das
pessoas, em expressdes como “equilibrio”, “reacdo em cadeia” e, até mesmo, “eletronico”, além

de atividades simples como cozinhar, por exemplo (Chang; Goldsby, 2013).
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Esta Quimica do dia a dia é muito importante para estabelecer uma ligacdo entre as
nogdes prévias que um individuo possui com o conhecimento cientifico que este precisa, deve
ou quer obter, e que necessita ser construida em coletivo a partir de discussdes, debates,
observacgdes e outros meios que estimulem a interacdo entre aqueles que estudam para instigar
0 desejo de investigar as motivagdes e formas pelas quais os fendbmenos ocorrem ao seu redor

(Constantino; Silva; Donate, 2004).
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2.2 IMPORTANCIA DE EXPERIMENTOS NO APRENDIZADO DA
QUIMICA

A experimentacao no ensino da quimica é defendida por diferentes autores, uma vez que
constitui um valioso recurso pedagdgico capaz de auxiliar grandemente na construgdo de
conceitos, 0s experimentos em aulas podem ser conduzidos com diversos intuitos como
demonstrar fendmenos, ilustrar principios teoricos, testar hipoteses e outros (Ferreira; Hartwig;
Oliveira, 2009). No ensino que explora 0 mecanismo investigativo os estudantes sdo colocados
em situacdes que exigem realizar pequenas pesquisas de modo a combinar contetdos
conceituais, procedimentais e atitudinais (Ibidem, 2009).

Assim como em outras areas do conhecimento, a Quimica evolui a partir de pesquisas e
atividades cientificas, também chamadas métodos cientificos de trabalho, que se desenvolvem
de modo a observar fatos ou fendmenos ocorridos na natureza, em laboratorios, industrias e
outros, além de realizar experiéncias praticas que possam ser replicadas muitas vezes por outros
pesquisadores, de modo que a metodologia faca sentido independentemente de onde seja
aplicada. (Bueno; et al, 2008). No entanto, é importante apontar que a Quimica ndo se resume
a algo complexo que s6 pode ser explorado por especialistas em laboratorios controlados com
0 uso de instrumentacdo refinada, pelo contrario, como ja mencionado anteriormente esta
disciplina faz parte do cotidiano das pessoas, podendo ser dividida em duas atividades: pratica
e teoria (Ibidem, 2008).

A Quimica prética € a manipulacdo e transformacdo dos compostos em laboratérios e
até industrias, neste momento se trabalha em nivel macroscopico, sendo assim, os elementos de
trabalho sdo visiveis, ja a Quimica tedrica busca apresentar e explicar a matéria em nivel
microscopico, ou seja, ndo visivel (Ibidem, 2008).

Os principais fundamentos nos quais a Quimica se baseia sao experimentais, deste modo
conclui-se que o estudante deve dedicar uma parcela significativa de seu esforco a
aprendizagem e aperfeicoamento de métodos de execugdo de trabalho experimental
(Constantino; Silva; Donate, 2004).

Os experimentos praticos em laboratério se caracterizam como um método sugerido
para possibilitar que os estudantes participem de forma mais ativa do processo de
aprendizagem, uma vez que se eles mesmos realizarem a coleta de dados, analises e discussdes
podem comecar a formular hipGteses e buscar solugBes para os problemas estudados,
estimulando assim o desenvolvimento e crescimento de seu raciocinio ldgico e de suas
habilidades cognitivas mais importantes para a construcdo de seu conhecimento quimico e

também sua formacdo como cidaddo (Suart; Marcondes, 2009).
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2.3 METODOS DE ESTUDO DA QUIMICA EXPERIMENTAL

Os métodos da Quimica se dividem em classicos e instrumentais (Murito; Finete, 2009).
Os métodos classicos sdo aqueles que ndo fazem uso de equipamentos elétricos complexos, se
limitando a vidrarias comuns de laboratdrio e equipamentos simples, como exemplo pode-se
citar volumetria e gravimetria (Matos, 2014). J& os métodos instrumentais usam equipamentos
sofisticados que exigem aparatos eletrdnicos mais complexos, sdo mais vantajosos em
comparacdo aos classicos por oferecerem maior precisdo as analises e possibilitarem
determinacdo de concentracbes cada vez menores de analito, em menor tempo e
simultaneamente (Murito; Finete, 2009).

As técnicas de andlises quimicas sdo consideradas a base para o desenvolvimento de
novas substancias, novos equipamentos e novas tecnologias, a partir do momento em que a
Quimica passa a se sustentar em analises especificas a ciéncia passa a apresentar um carater
investigativo mais significativo (Matos, 2014).

A analise quimica ndo necessariamente ¢ Quimica Analitica (ramo da Quimica que
estuda os componentes e as quantidades que estes possuem em um meio desconhecido), uma
Vez que se caracteriza por ser um conjunto de técnicas que auxiliam o estudo analitico, sendo
assim, ambas dependem uma da outra j& que pode-se interpretar que as andlises sdo
desenvolvidas com base nas teorias da Quimica Analitica que, por sua vez, precisa da mesma
para investigar, descobrir e validar novas teorias fundamentadas na aplicacéo de técnicas no
decorrer dos estudos (Ibidem, 2014).

Existem algumas propriedades fisicas que sao aplicaveis nas analises quimicas e podem
se dividir em alguns grupos como: propriedades extensivas (massa e volume), propriedades
mecanicas (peso/densidade, tenséo superficial, viscosidade e velocidade do som), propriedades
que envolvem interacdo com energia radiante (absorcao/dispersdo/emisséo da radiacéo, efeito
Raman, indice de refracdo e dispersao de refracédo, rotacdo do plano de luz e dispersdo rotatoria,
dicroismo circular, fluorescéncia e fosforescéncia, difracdo e ressonancia magnética),
propriedades elétricas (potencias meia-cela, corrente-voltagem, condutividade elétrica,
constante dielétrica e susceptibilidade magnética), propriedades térmicas (temperaturas de
transicdo, calores de reacdo e condutividade térmica) e propriedades nucleares (radioatividade
e massa isotopica), cada grupo tera métodos de andlise especificos (Ewing, 1972).

Entre as inumeras analises quimicas classificadas como instrumentais podem-se citar 0s

métodos Opticos, a absorcdo da radiacdo: ultravioleta e visivel, fluorimetria e fosfometria,
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absorcdo da radiacdo: infravermelho, espectroscopia de emissdo, espectroscopia de chama,

métodos de raios-X, polarimetria, entre outros (Ibidem, 1972).
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2.4 DISCIPLINA DE ANALISE INSTRUMENTAL

A disciplina de Analise Instrumental tem por objetivo apresentar aos estudantes as bases
tedricas e experimentais dos métodos instrumentais quantitativos e qualitativos mais
comumente usados na Quimica, abordando inclusive preparacdo de amostras e analise critica
de resultados obtidos a partir das técnicas aplicadas (Serra; Barboza, 2019). Uma vez cursada
esta disciplina o estudante obtera a capacidade de selecionar, determinar e empregar a
metodologia mais apropriada para solucionar problemas de cunho analitico em geral e, também,
fazer a devida interpretacdo de resultados adquiridos em analises quimicas (Ibidem, 2019).

As técnicas de analise quimica instrumental podem ser divididas em trés grupos, sendo
estes: cromatografia, eletroquimica e espectroscopia e de modo que cada uma se caracteriza por
apresentar suas proprias especificidades além, é claro, das espécies quimicas que constituem o
analito que serd analisado, dependendo do grupo sera possivel ou ndo a deteccdo e/ou
quantificacdo almejada (Junior, 2010). As técnicas analiticas instrumentais mais utilizadas para
analises quimicas em laboratorios sdo cromatogréaficas, eletroquimicas e espectroscopicas, tanto
para controle de qualidade quanto para aplica¢Ges industriais e ambientais (Ibidem, 2010). Sera
possivel fazer o correto entendimento destas técnicas com o auxilio de aspectos técnico-
cientificos e econémicos que envolvem a selecdo de algum método para determinacdo de
analitos organicos ou inorganicos (Ibidem, 2010).

A necessidade de se determinar concentracfes muito baixas de espécies quimicas com
rapidez depende da disponibilidade de equipamentos modernos, a disciplina de anélise
instrumental tem como principal intuito ensinar o modo correto de utilizacdo destes aparelhos,
assim como qual a funcdo de cada um de seus componentes para que, posteriormente seja
possivel realizar as determinac6es de espécies quimicas (Sefstrom, 2011).

A disciplina de analise instrumental procura expressar aos estudantes conceitos
importantes de seguranca em laboratdrio, além disso, traz metodologias de anélise quimica
importantes sendo que entre as principais técnicas abordadas em cursos desta matéria estdo
condutimetria e potenciometria, espectroscopia de absor¢do molecular no ultravioleta e visivel,
fotometria de chama e espectrometria de absor¢do atdmica, espectrometria de absorcéo Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP MS) além de outras (UFPEL, 2023).

Na disciplina de andlise instrumental ministrada no curso de tecnologia em processos
quimicos da Fatec Campinas o objetivo principal € identificar os principios e técnicas de analise

quimica instrumental e aplica-los a analise e ao controle de qualidade de produtos diversos. E
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com relacdo a ementa, traz como assuntos relevantes os fundamentos de amostragem e de
calibracdo, técnicas espectroscopicas (ultravioleta-visivel, infravermelho e fluorescéncia de
raios-x), técnicas espectrofotometricas (absorcdo e emissdo atdmica), técnicas de analise
térmica (termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial), técnicas cromatograficas
(cromatografia liquida e gasosa), técnicas eletroanaliticas (amperometria e voltametria),
difracdo de Raios-X e aplicaces analiticas em matrizes organicas e inorganicas. Conforme
estes campos de pesquisa demonstram, os contetdos abordados neste centro de educagdo
superior se relacionam com os j& anteriormente citados e, portanto, estdo de acordo com a

literatura da area.
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2.5 ESPECTROSCOPIA UV-VIS NO ENSINO PRATICO DA QUIMICA
EXPERIMENTAL

A Espectroscopia (do latim “spectrum”) que significa imagem e/ou aparicdo, faz
referéncia a “observagdo da imagem oculta” ou algo semelhante) & uma metodologia de analise
experimental que se fundamenta no uso da luz para o estudo da composicdo, estrutura e
propriedades da matéria (Claro, 2017). Inicialmente a técnica se baseava na observacao da luz
visivel dispersa por um prisma, porém, atualmente o conceito engloba qualquer interacéo
radiagdo-matéria em funcdo da energia de radiacédo (Ibidem, 2017).

Quando se trata de uma experiéncia de espectroscopia, a amostra é irradiada com o feixe
de luz incidente e é a luz transmitida que permite a realizacdo da andlise, tendo sido emitida ou
transmitida pela amostra, 0 que se apresenta como resultado é um registro que compara a
composicdo de luz incidente na amostra com a luz transmitida, emitida ou difundida, sendo
designado “espectro” da amostra, o registro de um espectro € feito a partir de equipamentos
experimentais chamados de espectrémetro, espectrofotdmetro e espectrografo (Ibidem, 2017).

As medidas de radiagcdo produzidas ou absorvidas por uma determinada molécula em
analise sdo a base das técnicas espectroscopicas (Mota, 2022). Pode-se descrever a radiacéo
eletromagnética como uma onda com propriedades de comprimento (comprimento de onda € a
distancia linear entre dois maximos ou minimos sucessivos de uma onda), frequéncia (é o
numero de oscilacdes que ocorrem em um segundo), velocidade (comumente chamado periodo,
é 0 tempo em segundos necessario para que a onda realize uma oscilagdo completa) e amplitude
(é uma quantidade que fornece a medida do campo elétrico ou magnético no ponto de maximo
da onda), quanto maior a frequéncia, maior a energia (Ibidem, 2022).

Muito do conhecimento que se tem a respeito da estrutura da matéria se deve a
investigacOes espectroscopicas, dados sobre estrutura molecular e interacdo de moléculas com
outras proximas sdo derivadas de diversos modos através dos espectros de emissédo e absorcéao
gerados quando a radiacdo interage com os a&tomos ou moléculas de uma matéria, 0s métodos
experimentais de espectroscopia oferecem contribuicdes consideraveis ao estudo da fisica
atbmica, da quimica e da biologia molecular (Junior, 2022).

O espectro eletromagnético de radiacdes eletromagnéticas se estende em ordem
crescente de energia, desde as ondas de radios que possuem longos comprimentos de onda (103
- 10°m), até radiacbes de energias elevadissimas (raios x e raios i) que apresentam
cumprimentos de onda mais curtos (1072° e 107°m) e, além disso, inclui regides com radiagfes

de energia intermediarias entre microondas e ultravioleta de vacuo (Ibidem, 2022). Cada regido
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tem sua prépria maneira de ser gerada e detectada e deve-se considerar o fato de que ndo existe
uma interface perfeitamente definida entre as regides proximas, portanto, o espectro é continuo
do ponto de vista macroscopico (Ibidem, 2022).

A espectroscopia do ultravioleta e visivel € um dos métodos analiticos mais aplicados
em analises que buscam determinagdo tanto de compostos orgénicos quanto de inorganicos,
sendo que depende do nimero e do arranjo de elétrons nas moléculas ou ions absorventes, deste
modo, entende-se que o pico de absorcao se relaciona com o tipo de ligacdo presente na espécie
estudada (UFJF, 2016). A técnica é excelente para identificacdo de grupos funcionais na
molécula e também para determinacdo quantitativa de compostos que possuem grupos
absorventes ou cromoforos (Ibidem, 2022).

Um dos conceitos responsaveis por fundamentar a espectroscopia UV-Vis é a Lei de
Lambert-Beer, que estabelece uma relacdo entre a absorbancia de uma solucdo e a sua
concentracdo quando atravessada por uma radiacdo luminosa monocromatica (raios luminosos
paralelos), a compreensdo desta lei é essencial para realizacdo deste tipo de pesquisa (Lima,
2013). A absorbéancia (A) corresponde ao simétrico do logaritmo decimal do inverso [ou
simétrico do logaritmo] da transmitancia (T), que é o quociente entre a poténcia radiante de
saida (depois de ter atravessado uma amostra em anélise) e a de entrada, respetivamente PLo e
P\, sendo assim, a absorbancia ¢ uma medida da “quantidade” de luz que é absorvida pela
amostra (Ibidem, 2013).

Abaixo, na Figura 1, € possivel observar a descricdo proposta para Lei de Lambert-Beer

representada nas equacdes.

Figura 1: EquagOes da Lei de Lambert-Beer

A= log(%> = —logT = log(%)

FONTE: Lima (2013).
A expressao que representa a Lei de Lambert-Beer €: A=¢bc, onde A é a absorbancia,

é a absortividade molar; b € o comprimento do feixe de luz e; ¢ é a concentracgdo (Ibidem, 2013).
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Foi o astronomo, matematico e geofisico francés Pierre Bouguer (1698-1758) que, em
1729, descobriu esta lei pela primeira vez, no entanto, em 1760 o também francés Johann
Lambert (1728-1777) que era fisico e astronomo utilizou sua descoberta quando constatou que
a fracdo de luz absorvida por uma amostra é independente da poténcia radiante (P Lo), e assim
a lei se tornou conhecida como Lei de Lambert-Beer (Ibidem, 2013).

As regides UV-Vis possuem radiacdes eletromagnéticas que demonstram comprimentos
de onda com dimensdes comparaveis as de virus e bactérias, no caso entre 40 — 700nm, estas
medidas de comprimentos de onda sdo correspondentes a energias suficientes para promover
rotacdo, vibracdo e transicdes eletrdnicas em espécies absorventes (Filho; et al, 2010). Quando
se trata de espectroscopia UV-Vis, apenas as radiagcdes com A > 200nm apresentam aplicagdes
reais, uma vez que as radiaces que detém cumprimentos de onda menores demonstram risco
de ser absorvidas pela d&gua ou por outras espécies existentes no ar, portanto, espectrometros
para medidas inferiores a 200 nm exigem sistemas Opticos purgados para que seja possivel
remover espécies absorventes (Ibidem, 2010).

A interacdo entre fotons e elétrons que estdo presentes na geracdo de uma ligacéo
quimica é responsavel pela absorcdo por moléculas organicas na regido dos comprimentos de
onda entre 180 e 790nm (Mariano, 2018). A regido ultravioleta do espectro se encontra na faixa
de 200 a 400nm, ja a visivel se localiza aproximadamente de 400 a 800nm (lbidem, 2018).

Neste trabalho, foi investigada a presenca da cafeina em uma amostra de cha mate. O
méaximo de absor¢do da cafeina fica entre 272 e 275nm, portanto, para fazer uma analise de

cafeina, a regido ultravioleta do espectro é a mais adequada. (Ibidem, 2018).
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2.6 ASPECTOS GERAIS DA CAFEINA

A cafeina é um composto quimico que pode ser definido como um dos alcaloides mais
consumidos do planeta, apesar de algumas vezes, ser obtido em forma de pilulas na maioria das
ocasides € ingerido em bebidas. O alimento onde mais se encontra esta substancia é o grao de
café (Coffeesp.) de onde se fabrica o p6 moido para o preparo da bebida, mas também pode-se
encontrar este composto nas folhas de cha verde (Camilla sinensis) e no cacau (Theobroma
cocoa) utilizado na fabricacdo de chocolates, além de outras plantas como guarana (Paullinia
cupana) que € popularmente aplicado na industria de bebidas gaseificadas e na erva-mate (llex
paraguayensis) muito apreciada para o preparo de chas (Maria; Moreira, 2007).

A cafeina apresenta inimeros efeitos no corpo humano relacionados a sua capacidade
de alteracdo no sistema nervoso central, sistema cardiovascular, homeostase de calcio, entre
outros, sua acdo farmacoldgica é constantemente explorada em estudos e pesquisas uma vez
que pode trazer sintomas positivos como aumento das capacidades de alerta, melhora de
desempenho em funcdes de vigilancia e diminuicao da fadiga, além de sintomas negativos como
reducdo da qualidade do sono e alteracdo do controle motor, além de aumento da irritabilidade
de individuos que possuem quadro de ansiedade (Ibidem, 2007).

A cafeina é capaz de causar dependéncia nas pessoas se consumida em excesso por uma
determinada frequéncia, sendo que se ingerida constantemente e, de repente, se fizer ausente,
causa sensacdo de inquietacdo, nervosismo, dores de cabeca, cefaléia e outros (Guerra;
Bernardo; Gutiérrez, 2000). J& no caso de uma alta dose Unica da substancia, podem surgir
sintomas como ins6nia, confusdo mental, vertigem, transtornos visuais e auditivos e até mesmo
palpitacdes, isto também se aplica em casos de pessoas que habitualmente ndo consomem café
e, inesperadamente, ingere doses menores (Ibidem, 2000).

A cafeina é uma droga psicotrépica do grupo dos estimulantes do sistema nervoso
central, o termo “droga” se refere a todas as substancias psicoativas que podem ser objeto de
abuso por possuirem capacidade de modificar uma ou varias func¢ées do organismo humano, de
acordo com a OMS (Organizacdo Mundial da Salude) a cafeina pode ser considerada uma droga
estando junto de outras como a nicotina e a cocaina, além de anfetaminas também (Ibidem,
2000). A cafeina apresenta efeitos reforcadores que podem ser parcialmente devidos a ativagdo
do sistema dopaminérgico (Ibidem, 2000).

Existem multiplas hipoteses das razdes pelas quais a cafeina provoca efeitos fisioldgicos
diversos no corpo humano, sendo que o consenso cientifico considera como uma das mais

plausiveis a teoria de que a cafeina impede o efeito da adenosina, que é uma substancia cuja
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funcéo é reduzir as descargas nervosas espontaneas, a cafeina ocupa os receptores da adenosina
em outras partes do corpo além do cérebro o que impossibilita a adenosina de cumprir com sua
responsabilidade de causar sono o que resulta na sensagéo de estar “ligado” (Santos, 2013).

Abaixo, na Figura 2, é apresentada a férmula estrutural da cafeina:

Figura 2: Estrutura quimica da cafeina.

0 CH
HSC\N N
A A
o) ITI N
CHs

FONTE: Chemistry Stack Exchange (2016).

No entanto, existem outras aplicacfes médicas para a cafeina como tratamento de
enxaquecas, controlador de pressdo sanguinea e até mesmo diuréticos, pesquisas recentes
demonstram que a substancia pode vir a ser utilizada em tratamentos de Parkinson no futuro
(Santos, 2013).

Porém, um fato inegavel quanto ao composto quimico da cafeina € que este € toxico,
isto porque uma Unica dose de 10 g da droga aplicada a um ser humano adulto de peso e altura

media é capaz de provocar um resultado fatal (Ibidem, 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

e Agua ultra-pura (¢ uma &gua que apOs passar por processos com alto nivel de
especificacéo, foi purificada para se tornar apta em aplicacfes que exigem auséncia de
microrganismos como bactérias, além de minerais e outras impurezas, como por
exemplo fabricacdo de medicamentos, analises de laboratoério etc);

e Baldo volumétrico (é um recipiente, usualmente de vidro, cuja finalidade é realizar a
medicao de solugdes e liquidos com extrema exatidao e precisdo, tendo formato de uma
bola achatada na base e um cano estreito da parte superior até o topo);

e Béquer (é um recipiente tipico de vidraria de laboratério, semelhante a um copo que
serve para manipulacao de solugdes e trabalho com elementos liquidos);

e Cafeina (substancia quimica com principios psicoativos, classificada como droga
estimulante, esta presente em bebidas como cafés, chés, refrigerantes, etc);

e Chéa-matte (é um produto feito a base de folhas tostadas e picadas de erva-mate, planta
Ilex Paraguariensis, que é preparado por infusdo em agua quente e cuja composicéao,
além da cafeina também possui alcaloides, proteinas, glicidios e lipidios);

e Cubeta (¢ um recipiente pequeno, em formato de tubo quadrangular ou circular e
transparente, que € utilizado para anélises de laboratério, podendo ser de diferentes
materiais, a depender da exigéncia do experimento);

e Diclorometano (¢ um solvente organico utilizado para realizar separa¢des liquido-
liquido a partir da diferenca de solubilidade, imiscivel com &gua, incolor, ndo inflamavel
e de odor doce);

e Espatula (é uma haste achatada semelhante a uma colher utilizada para retirar materiais
de frascos, dosar quantidades e encaminhar transferéncias de amostras entre diferentes
frascos);

e Espectrofotdmetro (¢ um equipamento de analises que mede a intensidade de luz
absorvida ao passar por uma amostras, oferecendo os valores de transmitancia (luz
transmitida) e absorbancia (luz absorvida));

e Funil de separacdo (é uma vidraria de laboratdrio cuja finalidade é a separacdo de

liquidos imisciveis com densidades diferentes);
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e Pipeta graduada (é um instrumento de medicao utilizado para transferir liquidos de um
recipiente para o outro com preciséo de volume);

e Sulfato de s6dio (6 um composto quimico, o sal de sodio do acido sulfurico, possui
varias aplicacbes industriais e tem potencial como agente secante, para remover
umidade de amostras);

e Suporte universal (¢ uma haste metalica vertical utilizada em laboratérios cientificos

para dar sustentacdo a vidrarias, pecas, pin¢as e outros materiais);

3.2 DESCRICAO DA METODOLOGIA

Pesquisas realizadas em laboratério (como a do presente trabalho) utilizam-se
comumente de métodos experimentais, nesta categoria de pesquisa € determinado um objeto de
analise que serd o objeto central do estudo, para que, na sequéncia, sejam selecionadas as
variaveis que apresentam influéncia sobre este objeto, por fim definem-se as formas de controle

e de observacdo dos efeitos que a variavel produz no objeto.

A pesquisa realizada pode ser classificada como quanti-qualitativa, isto se deve ao fato
de que os métodos apresentam um carater exploratorio e investigativo, cuja a descri¢do dos
resultados da analise se encaminha para uma perspectiva indutiva, onde os dados obtidos sdo
uma mistura de variaveis, palavras e imagens, no entanto também sdo expressos resultados
numéricos que sao apresentados graficamente e analisados, desta forma, misturando os tipos de

pesquisa quantitativa e qualitativa.

No que se refere a natureza da pesquisa, pode-se considerar basica (fundamental) pois
visa realizar uma andlise especifica de uma questdo em estudo para apresentar resultados
explicativos e cientificos, usualmente os resultados de pesquisas desta natureza servem de base
para outros trabalhos, ndo apenas de pesquisas basicas (fundamentais) como também de
pesquisas aplicadas. Os objetivos de pesquisas desta natureza sao: aplicar o aprendizado de um
caso em outro similar, buscar explicar a razdo por tras da ocorréncia de fenémenos a partir da

obtencéo de fatos e validar procedimentos basicos.
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3.3 METODOS

Para cumprir o objetivo geral do trabalho, ou seja, desenvolver um experimento didatico
para a disciplina de Analise Instrumental a partir do uso da Espectroscopia UV-Vis, fez-se
necessario determinar qual seria 0 composto que viria a originar as amostras que seriam
submetidas a leituras quantitativas e qualitativas pelo espectrofotdmetro. Para este trabalho foi
selecionada a cafeina, esta escolha foi realizada por ser um produto comercial relativamente
acessivel que se encontra facilmente em lojas, farmacias e outros estabelecimentos tanto em
pilulas quanto em outros formatos como p6 ou liquido. Ademais é um composto quimico
relativamente conhecido e, portanto, o entendimento de sua aplicagdo é simplificado.

Na espectroscopia, absor¢cdo de luz por uma determinada matéria é utilizada para se
obter a concentracdo de uma substancia em solucdo, no caso da presente pesquisa, sendo a
cafeina a substancia em anélise, a fonte escolhida foi o ch4 mate, portanto busca-se verificar a
presenca de cafeina em uma solucdo de ch4, a relevancia da absorbancia no experimento é que
este é o indicativo que determinara se ha ou ndo o composto buscado na bebida.

As amostras de cha foram preparadas por infusao e a cafeina foi extraida da amostra em

diclorometano.

3.3.1 PREPARO DA SOLUC;AO ESTOQUE A PARTIR DA CAFEINA EM PO

Para o preparo dos padr@es utilizados na obtencdo da curva de calibracdo, partiu-se de
uma solucdo estoque de cafeina de 100 ppm. Esta solucéo foi diluida para concentracfes iguais
a 10, 20, 30, 40 e 50 ppm. O solvente utilizado no preparo da solucéo estoque e na dilui¢do dos

padrdes foi 4gua ultra pura.

3.3.2 PREPARO DAS SOLUCOES DE CHA MATTE PARA ANALISE NO UV-VIS

A primeira parte da metodologia consistiu no preparo da amostra de chd mate tostado
da marca Ledo, para isto foi realizada a pesagem de dois sachés e uma vez que o peso foi
registrado pdde-se realizar a infusdo em agua ultra pura fervente por dez minutos. Em seguida,
a solucéo descansou durante alguns minutos para diminuir a temperatura, uma vez resfriada foi

filtrada e transferida para um baldo volumétrico cujo volume foi completo até o menisco.

O fato € que a analise por espectroscopia UV-Vis ndo permite que o cha seja submetido
a leitura diretamente, isto porque no equipamento 0s outros componentes presentes no cha

acabam interferindo na leitura espectrofotométrica e oferecendo resultados inconsistentes,
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devido a isto, sera utilizado a metodologia de extracdo da cafeina do cha mate por

diclorometano no funil de separacao.

Devido a isto houve a necessidade de extrair a cafeina, neste processo um funil de
separacdo foi colocado num suporte universal e, com o auxilio de uma pipeta volumétrica de
20mL foram retiradas duas aliquotas do cha preparado, totalizando 40mL. Na sequéncia, com
0 auxilio de uma pipeta volumétrica de 10mL em uma capela foi retirado um volume de 10mL
de diclorometano que foi acrescentado no funil também, para agita-lo posteriormente e aguardar
a decantacdo, que uma vez completa apresentou duas fases: a fase aquosa, na parte superior do
funil e a fase orgénica de diclorometano, contendo a cafeina, na parte inferior. Todo este
processo foi repetido, acrescentando-se mais uma aliquota de 10mL de diclorometano.

Apos a separacdo das fases, a fase organica foi recolhida em um béquer, e neste
acrescentou-se uma pequena quantidade de sulfato de sodio, que atuou como agente secante na
remocdo da agua, finalizado este processo, a solucdo foi filtrada e a amostra contendo

diclorometano em cafeina foi obtida.,

Com uma pipeta automatica, colocou-se 2,5 mL de diclorometano numa cubeta de
quartzo e 0,5mL da amostra extraida no funil de separacdo buscando obter-se uma leitura
plausivel no espectrofotdmetro, utilizando o diclorometano como branco a amostra diluida foi
submetida a leitura e ofereceu resultados, demonstrando que o experimento desenvolvido

cumpriu com seu objetivo.

A extracdo da cafeina da amostra de cha preparada como descrito acima, foi realizada
com base nos experimentos de ATOMSSA, T; GHOLAP, A. V., 2011.
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3.3.3 LEITURA DAS AMOSTRAS NO ESPECTROFOTOMETRO

O equipamento utilizado na realizacdo das analises foi o Espectrofotdmetro da marca
YOKE Instruments, modelo K9000, operando na faixa de 190 a 1100 nm, alocado no
Laboratorio de Fisico-Quimica da Fatec Campinas. As leituras das diferentes amostras - padrdes
de cafeina, cafeina em &gua e cafeina em diclorometano — foram realizadas utilizando-se

cubetas de quartzo.

O espectrofotdmetro possui duas lampadas, uma de deutério e outra de tungsténio, a de
deutério realiza as leituras na regido do ultravioleta (190 a 390nm) enquanto que a de tungsténio
realiza as leituras da regido visivel (400 a 800nm), estas caracteristicas influenciam diretamente
na escolha da cubeta utilizada na analise. Cubetas sdo tubos de tamanho pequeno que podem
ser quadrangulares ou circulares, produzidas de plastico, vidro, quartzo ou outros materiais, sao
utilizadas para guardar a amostra em analise, a principal diferenca entre as cubetas de diferentes
materiais sdo suas capacidades de absorcdo e os custos envolvidos. As cubetas de plastico
servem para ensaios simples, rapidos e que ndo exigem muita precisdo, as de vidro sdo para
regido visivel pois absorvem radiacdo, sendo assim impréprias para leituras no ultravioleta,

neste Ultimo caso sdo aplicadas as de quartzo.

3.3.4 CURVA DE CALIBRA(}AO

Para a construcao da curva de calibracdo foram lidos os padroes obtidos por diluicdo da
solucéo estoque de 100 ppm foram obtidos padrdes de 10, 20, 30 e 40 ppm. As leituras foram
feitas fixando-se 0 comprimento de onda maximo de absorcdo em 275 nm. Foi utilizada 4gua
ultra pura como branco. O comprimento de onda de maxima absorcao foi determinado a partir

da obtencdo do espectro de absorbancia do padréo de cafeina em &gua ultra pura.

3.3.5 LEITURA DO CHA EM AGUA E DO CHA EM DICLOROMETANO
O espectro da amostra do cha em agua foi obtido definindo-se uma faixa de

comprimento de onda de 240 a 350 nm. Foi utilizada &gua ultra pura como branco.

Para a amostra de cafeina em diclorometano, foi utilizada a mesma faixa de

comprimento de onda e diclorometano foi utilizado como branco.

A Figura 3, a seguir, apresenta um fluxograma da metodologia utilizada no trabalho.



31

Figura 3: Esquema simplificado das etapas da metodologia

- PREPARO DA SOLUCAO
INICIALIZACAO DO ESTOQUE E DILUIGAO DAS
EQUIPAMENTO AMOSTRAS

Ligar o espectrofotémetro e Preparar solugdo estoque e
aguardar o aquecimento da dilui-la para obter amostras
lampada de diferentes concentracoes

LEITURA DAS AMOSTRAS DETERMINAGCAO DOS
PELO ESPECTROFOTOMETRO PARAMETROS DE ANALISE

Fazer a leitura das solugoes padrdo Determinar comprimento de

para quantificagdo da cafeina e onda e intervalo de absorgdo
obtenc¢do da curva de calibragéo no da andlise no

espectrofotémetro para cdlculo espectrofotémetro

PREPARAGCAO DE AMOSTRA EXTRAGAO DE CAFEINA
DE BEBIDA COMERCIAL PARA QUANTIFICAGAO

Preparar amostra de chd- Aplicar amotra de chd (com
matte e realizar a extragdo da dgua) e cafeina extraida do
cafeina com diclorometano no diclorometano para realizar a

funil de separacdo andlise qualitativa

FONTE: Autor (2024).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONSTRUCAO DA CURVA DE CALIBRACAO DA CAFEINA EM AGUA ULTRA
PURA

Inicialmente, para determinacdo do comprimento de onda de méaxima absorcdo da
cafeina, utilizado na obtenc¢éo da curva de calibracéo, foi obtido o espectro da amostra de padrao

de 50 ppm. A Figura 4 apresenta o espetro de absorcéo do padrao de 50 ppm.
Figura 4: Espectro de absor¢do do padrdo de 50 ppm de cafeina.
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FONTE: Autor (2024).

Observa-se no espectro da Figura 3, que o maximo de absorcao da cafeina esta definido
em 275 nm. Este foi o comprimento de onda de absorc¢éo fixado nas leituras dos padrdes.

As leituras de absorbancia, em 275 nm, obtidas para os padrdes estdo listados na Tabela

1.
Tabela 1: Absorbancia das amostras padréo de cafeina em diferentes concentracoes.
Absorbancia Concentracgéo (ppm)
0.537 10
1.021 20
1.507 30
1.989 40
2.476 50

FONTE: Autor (2024).
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Com as absorbancias lidas para cada concentracdo, foi possivel obter uma curva de

calibragéo, como mostrado na Figura 5.

Figura 5: Curva de calibracdo da cafeina em agua.
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FONTE: Autor (2024).
4.2 DETERMINACAO DE CAFEINA NAS AMOSTRAS DE CHA

O gréfico da Figura 6, apresenta o espectro de absor¢do da cafeina na amostra de cha

em agua ultrapura.

Figura 6: Espectro de absorcdo do cha mate em agua.
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FONTE: Autor (2024).
Pode-se observar nesta figura que o perfil do espectro de absorcéo obtido para a amostra

é bem diferente do esperado para a cafeina (vide Figura 4). Esta diferenca no perfil do espectro
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estd associada aos outros compostos organicos presentes no cha que, como observado no

espectro da Figura 6, também absorvem na mesma regido da cafeina.

Desta forma, foi realizada a extracdo da cafeina, presente na amostra do cha em agua,
utilizando-se diclorometano. Apds a extragdo, o espectro obtido para amostra de cafeina em

diclorometano, é apresentado na Figura 7.

Figura 7: Espectro da cafeina extraida por diclorometano.
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FONTE: Autor (2024).

No entanto, se analisar o espectro do mesmo chd mate preparado com agua apos o
procedimento de extracdo, vé-se que o mesmo € muito semelhante ao do padrdo, e que, desta
forma sim é possivel identificar a cafeina e apenas a cafeina, sem interferéncia de outras

substancias presentes na composicdo do cha.
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Para evidenciar que no espectro de absorcdo da amostra de cafeina em diclorometano
ndo houve interferéncia do solvente, foi analisado apenas o diclorometano no espectrofotdmetro
(Figura 8). Pelo perfil do espectro, pode-se inferir que o diclorometano ndo apresenta absor¢édo
na mesma faixa de absorcdo da amostra, portanto ndo ha influéncia do solvente no espectro de

absorcdo da cafeina em diclorometano.

Figura 8: Espectro de absorcéo do diclorometano.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho propunha o desenvolvimento de um experimento didatico para a
disciplina de Analise Instrumental, que exploraria as funcionalidades do espectrofotémetro
disponivel na Fatec Campinas a partir de anélises cujo objetivo era a quantificacdo de cafeina
em amostras de bebidas comerciais. O desenvolvimento do projeto, especialmente no que se
refere a metodologia foi muito enriquecedor e eficiente, pois permitiu 0 contato com muitos
conceitos relevantes da Quimica Geral e Experimental, da Quimica Analitica e obviamente da

Andlise Instrumental.

Todos os objetivos do trabalho foram cumpridos, sendo estes: compreender o
funcionamento do espectrofotdémetro disponivel na Fatec Campinas e explorar todas as suas
potencialidades como ferramenta analitica na determinacdo de diferentes compostos,
desenvolver um método de determinacdo de cafeina em amostras comerciais (extracdo da
cafeina por diclorometano) e desenvolver um roteiro de uso do espectrofotdmetro, de forma

que qualquer docente e/ou aluno tenha condi¢des de utilizar o equipamento.

No entanto, o trabalho ndo foi capaz de cumprir com sua proposta inicial de
quantificacdo de cafeina em amostras comerciais, tendo feito uma anélise qualitativa somente
em cha, e buscando outros exemplos na literatura, ademais a analise realizada que permite
verificar a presenca da cafeina no chd-mate ndo expressa a quantidade em que a substéncia se

encontra na bebida.

Apesar disso, o trabalho foi eficiente em aplicar as capacidades do espectrofotometro e
demonstrar a eficiéncia de um método de extracdo de cafeina para analise, e ndo ter sido capaz
de realizar todas as quantificagcdes por questdes de prazo ndo se mostra em um todo ruim, pois,
com a metodologia e os resultados desenvolvidos e apresentados o projeto deixou uma porta
aberta para que, no futuro, outros estudantes repliquem a técnica e consigam, efetivamente
quantificar a substancia em amostras, ou seja, a proposta do presente trabalho da margem para
futuras analises de natureza semelhante e oferece contribuicdo a comunidade académica,
demonstrando relevancia e valor educativo, especialmente no que se refere a experimentacao

da disciplina de analise instrumental.

Por fim, com relacdo a proposta do desenvolvimento de um roteiro de uso pratico do
espectrofotdmetro, isto também foi realizado com sucesso e é apresentado no Apéndice 1 do

presente trabalho, logo apos as referéncias bibliogréaficas.
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APENDICE 1
ROTEIRO DE USO PRATICO DO ESPECTROFOTOMETRO
ESPECTROFOTOMETRO YOKE INSTRUMENTS (MODELO K9000)
A) LIGANDO O EQUIPAMENTO

1. Ligar o equipamento acionando o botéo presente na parte de trds do mesmo e aguardar até
que a lampada aqueca, por 20 minutos que serdo cronometrados no painel do proprio
equipamento.

2. Clicar em “Wavelength Scan” no painel do equipamento, e, em seguida, clicar em
“configuracdes” para determinar as variaveis da andlise, selecionar a faixa de leitura do
comprimento de onda da analise (de 190 a 1100 nm), se optard por analisar absorbancia ou
transmitancia, intervalo, quantidade de amostras e outros dados pertinentes.

3. Selecionar a cubeta que serd utilizada na anélise, levando-se em consideracdo seu material
em detrimento da faixa de comprimento de onda utilizada, considerando-se que plastico e vidro
sO leem no espectro visivel e quartzo Ié no ultravioleta.

B) CALIBRACAO DO EQUIPAMENTO

1. Manusear a cubeta com responsabilidade e cautela, utilizando um papel macio para que a
mé&o ndo esteja em contato direto com o material, independente de qual seja este, para garantir
que a gordura natural da mado ndo manche a mesma, pois isto interferiria na leitura
espectrofotométrica quando o feixe de luz atravessa-la.

2. Abrir o porta-amostras do equipamento e, no espaco isolado dos outros espagos para amostras
aplicar o branco, ou seja, colocar uma cubeta preenchida com uma solugdo onde ndo ha a
presenca da substancia de interesse, portanto, do analito.

3. Fechar o porta-amostras, apertar a op¢ao “Zero” no painel do equipamento ¢ aguardar até
que o espectrofotdbmetro produza a leitura do branco para que, desta forma, esteja devidamente
calibrado no comprimento de onda anteriormente selecionado.

Figura 1: Espectrofotdmetro da marca YOKE Instruments modelo K9000.

FONTE: Autor (2024).
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C) LEITURA DAS AMOSTRAS

1. Selecionar uma cubeta, manusea-la em papel macio e preenché-la com o analito, em seguida
abrir o porta-amostras e colocé-la em algum dos espagos disponiveis, é possivel ler mais de
uma amostra a0 mesmo tempo a depender da disponibilidade de cubetas e da vontade do
responsavel pela analise.

2. Clicar em “Test” no painel do equipamento e aguardar até que a maquina esboce o espectro
de absorcéo e, ao final, indique qual foi a absorbancia obtida em cada faixa do comprimento de
onda selecionado para analise.

3. Clicar em “cancel” caso ndo haja interesse em salvar a leitura realizada, quando a anélise
tiver sido encerrada e o equipamento expor no painel a op¢ao de salvamento.

4. Salvar a leitura realizada pelo equipamento, levando-se em consideracdo que as teclas séo
compartilhadas em varias opc¢des de nimeros e letras, portanto, no 1 estdo também as opcoes
de “a, b, ¢” e assim por diante nas outras teclas do painel.

5. Fazer a proxima leitura caso todas as amostras ndo tenham sido analisadas simultaneamente,
em caso de reutilizacdo da cubeta fazer a ambientagdo com a proxima amostra.

D) CURVA DE CALIBRACAO

1. No painel do espectrofotdometro, clicar em “Quantitation” e, na tela que se abrird a seguir,
clicar em “Create Curve” e determinar o intervalo, o comprimento de onda, a quantidade de
amostras e a unidade de medida (ppm) das solucGes a serem analisadas.

2. Selecionar a primeira solucdo a ser analisada e coloca-la em uma cubeta, sendo que esta deve
ser a que possui menor concentracdo, para, na sequéncia, depositad-la em um dos espagos
destinados a amostra no equipamento e clicar em “Test”.

3. Realizar esta leitura em duplicata para garantir a confiabilidade do resultado, e,
posteriormente, efetuar a analise nas outras amostras em ordem crescente (da menor para a
maior).

5. Observar o grafico fornecido pelo equipamento, se atentando ao fato de que a concentragdo
corresponde ao Y e a absorbancia ao X, considerar que o grafico expressa a posicdo de cada
amostra em sequéncia, da menor concentragdo para a maior formando assim uma reta.

6. Verificar a Equacdo da Reta e o R? fornecidos pelo equipamento, utilizar tais dados para
confirmar as estimativas iniciais e obter a informacao buscada.
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