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Sôbre a Avaliação de Parâmetros 

em Análises Colorimétricas 

WALTER BRUNE (*) 

Medições colorimétricas baseiam-se na validez da lei 
de Lambert-Beer. Deve-se, portanto, antes de eletuar tais 
medições, determinar as constantes desta lei, assim como 
também os limites de concentração, entre os quais ela é 

válida. 

Em uma avaliação das constantes da Lei de Lambert- 
Beer, feita neste laboratório, foram encontrados valores que 
deixavam em dúvida a validez mencionada, apesar de contra- 
afirmações da bibliografia conhecida (Ferri 2, Tang e Bonner 11). 
Foi, portanto, necessario submeter os dados achados a uma 
prova estatistica. Como esta, juntamente com os resulta- 
dos conseguidos, ¢, talvez, de interésse para analistas ha- 
bituados com os respectivos métodos, desenvolveram-se no 
presente os detalhes da observacdo toda. 

Trata-se no caso de uma função de representagio re- 

tilinea : 

o= mx.+ b 

Serdo necessarios, no minimo, dois conjuntos de de- 
terminações (xi; yi). Pois, dest’arte, obter-se-do duas e- 
quagdes, que permitem o calculo das incognitas «m» e «b»: 

m = YRy p o YiXe o Yem 
X2 — X1 X2 — X1 

Sem davida as medições nao são absolutamente exatas, 
como aparentemente se apresentam neste exemplo. Pois, se 
assim fôssem, poder-se-ia concluir por outras medições (X: ; y: ) 
pelos parametros de valor idéntico. As discrepancias entre 
os diversos (xi; y: ) variam conforme a técnica e aparelha- 
gem aplicadas (Brune 1, Nernst-Schonilies 8). é 

Baseado neste raciocínio, Gauss desenvolveu o méto- 
do dos quadrados mínimos, do qual resultam como valores 
melhores para as constantes aquéles cuja soma de quadra- 
dos de erros é mínima: 

(") Eng. Agrônomo, Dr. rer. nat, Prof. do Depto. de Química da ESAV.
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Na função y = mx +b com as observacdes individuais 
(x1; y1), (X2: y2) . . . (Xn; ¥n), @ expressdo 

z =(y1 — mx1 — b)2 + (y2 — mxz2 — b)2+.... 

+ (yn — mxn — b)2 deve tornar-se minima pela escolha con- 
veniente de «<m» e «b», enquanto que x; e y; sdo, pela medi- 
ção, fixas. 

T?:: =—2x1 (yi—mxi—b)—2% 2 (yo—mxa — b)—... 
— 2Xn (yn — MXn — b) = 0 ou, em termos gerais de 
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Deduz-se igualmente : 

g—â=—2(y. sah p a sun a D) d 
—2(yn — mxn — b) =0 

Coordenando as duas somas, resulta: 

Estas equacgdes, que permitem calcular as constantes, 
carecem, entretanto, de certos requisitos de interésse para a 
aplicagdo em algumas experiéncias quantitativas. 

Material 

Em forma retilinea a lei de Lambert-Beer permite con- 
cluir da extinção pela concentragio : 

e=Ac+B(") 
na qual «e» significa a extinção, «c» aconcentracio (basea- 
da em unidade de volume), sendo «A» e «B» constantes que, 

(') Devido às discrepancias entre as observagoes (ei ; ci ), o valor 
da constante B resulta em geral diferente de zero, mesmo que teoricamen- 
te éle seja B = 0. Prefere-se, entretanto, nas presentes avaliagoes, não for- 
¢ar as apuracoes a favor de B ='0 (em c = 0,0) mas à custa dos valo- 
res de ¢ > 0,0.
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conforme a experiência em questão, variam com a tempe- 
ratura, comprimento da luz mounocromática, unidade de «e» 
€ ; ee 

Para a presente observação foi escolhida a dosagem do 
“ácido f-indolil-acético pela reação déste com cloreto férrico 
(Salkowski 9). As medidas foram feitas nas seguintes con- 
dições (Mitchell e Brunstetter 6, Tang e Bonner 11): 

Leituras entre 30 e 36 minutos depois de levar os com- 
ponentes a reacao. 

Luz monocromatica por filtro M 550. 
Medições com aparelho Lumetron 402 EF. 
Bloqueio : 7/10 

Sensibilidade : 25/5 

Tubos de 14 mm de diametro. 
Como ensaio em branco foi escolhido o préprio reagen- 

te. ÉÊste, em comparagio com 4gua pura, apresentou uma 
transparéncia relativa de 100% para 104% daquela. As lei- 
turas são, no proprio aparelho, indicadas em porcentagens 
de transparéncia (T). 

Cumo extingao (e) define-se aqui: 

- ? 100 
=lg —F 

O reagente de Salkowski foi preparado por diluição de 
15,0 ml de FeCl:3 0,5m, com 300,0 ml de H> SOx conc. (d— 1, 84), 
com 500,0 ml de agua. A solução de acido f-indolil-acético 
continha 50 mg/I. 

Para as observacdes foram empregadas, em cada caso, 
4,0 ml de reagente, quantidades variaveis do acido f-indo- 
lil-acético, completando-se com água para 5,0 ml. Assim as 
concentrações apresentavam valores de c¢; = 0.0; ¢; = 0,1; 
¢ =02 ...¢c = 1,0m1/5 ml de solugio (10-3%). 

Método 

1. Em primeiro lugar foi feita a analise dos valores pe- 
lo cálculo das constanles A e B, conforme desenvolvimen- 
to retro. 

O resultado foi o seguinte: 

A = 05157 B = 0,0433 

A equação desenvolve-se como: 

e = 05157, c + 0,0433 (1)
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2. As médias (aproximadas) das extinções para cada 
concentração foram as seguintes: 

ci =00 0,1 02 03 04 05 0,6 08 09 1,0 

ei = 0,000; 0.073; 0,147; 0,208; 0,270; 0,311; 0,361; 0,441; 0,500; 0,559, 

fi% = — ; 0073 0074 0,061; 0,002 0,041; 0050; 0,040; 0,059; 0,059, 
i 

O aumento, evidenciado pela última linha, nao é cons- 

tante. Isto se deve, certamente, a influéncia de uma série de 

fatores considerados como casuais. Um fator, porém, desta- 

ca-se por importincia especial para o caso: a obediência à 

lei de Lamberi-Beer. A fim de verificar, entdo, se o decrés- 
cimo néste aumento em concentracGes maiores é legitimo 
ou não, alguns valores foram estudados em separado, a saber : 

Fracio I: entre ¢ =00 até c = 04 

Fragdo II: entre ¢ = 0,6 at¢ ¢ = 1,0 

desta maneira [oi apurado: 

Fração I : e = 0,6557 c + 0,0103 (2) 

Fração II: e = 04917 c + 0,0596 (3) 

Realmente as constantes da equação (1) apresentam va- 
lores intercalados aos das equações (2) e (3). 

3. Para conhecer o grau de variabilidade das constan- 
tes nas frações, foram definidas : 

PTA” es— B 
como constante individual Ai: A; = -’C— (4a); 

i 

como constante individual B; : Bi=ei — Aci (4b), 

sendo c; e e; , ainda, os valores individuais de cada par de 

observagdes. Uma vez conhecidos os valores de A; e Bi, 

calcula-se a variancia o0: 

2 2 (A — AP 
A n —l 

com «n» observações. 

o 

De acôrdo com o limite convencional &um de proba- 
bilidade e «m» graus de liberdade, procura-se o valor tmax EM 
tabelas adequadas (p. ex.: Koller 4). Os resultados para as 
ftrações I e 1I foram os seguintes : 

Fração I: oar= 0,3399; oBrI=0,0318 nx =41; mi =40 

Fração II: 9aIT=0,0149; oBIT=0,0069; n1r=40; mrr=39
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4. Para se poder expor algo sôbre a significância da dis- 
crepância entre os valores de A nas duas Irações, foi efe- 
tuada a divisão (Koller 4) : i 

Aair B G 2 
S A =iAT — Am = 2A õA 
Oaif dif — pm DT 

Com Ar = 0,6557 e An = 0,4917 calcula-se 

Aair = 0,1640; 0air = 0,0538; t = 2,9500; mais =N1 +nm — 2; 

Mais = 79 tmax = 3,10. 

1— : 04984 (*) com é = 0,32%. 

Este valor encontra-se próximo dos limites convencio- 

nais () e realmente permite concluir que, na, presente de- 

terminagdo, ndo existe validez para a Lei de Lambert-Beer 

sobre o trecho inteiro em observagdo. 

De acérdo com estas apuragdes preferiu-se subdividir 

o trecho total entre ¢ = 0,0 até c = 1,0 em trés grupos, ar- 

bitréarios, a saber : B 

GrupoI : 01 ¢ ¢ <. 04 n =40; m = 39 tmax = 3,20; 

Grupo II : 04 ¢ ¢ ¢ 0,6, 0 = 30; M = 29; tmax = 3,28; 

Grupo III: 06 < ¢ < 1,0; n = 40; m = 39; tmax = 3,20; 

Para determinar nestes a waridncia das constantes, 

foi, em primeiro lugar, verilicada a influéncia de erros «n e» 
conforme a posição dos mesmos. 

E 
Um erro «A e» na relação A = causa um erro 

«A A» na apreciação de A: 

(e_'ª'A_Cª)_—_B ou então A À = aA (6) A+ AA= : 

Conclui-se que o êrro no cálculo de A, causado pelo 
êrro «A e», é inversamente proporcional à cóncentração 
correspondente. Logo, para ter um julgamento mais adequa- 
do, leva-se em conta a dedução anterior pela aplicação de 
pesos aos valores de A; . 

(*) por exemplo: &lim = 0,27%; Elim = 1%. 
() F (1) = 04984 (Koller 4).
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A influéncia de erros «A e» sobre B determina-se analo- 
gamente: 

B=e—Ac;B+AB=(e+Ae)—ACG AB=Ae; 

A influência do erro «A e» sobre B é independente da 
posigdo. Nao há, então, motivo para aplicar pesos às deter- 
minações individuais em B. Foi, em conclusão, aplicado para 
o cálculo de A um peso p; em cada A;, pêso êste propor- 
cional à concentração c: 

cin 
PT 

A equação (5a), para a determinação da variância, 
modifica-se então assim : 

pi = 

02 2 Z(A AP p:? 
A n—1 

Enfim a equação modificada apresenta-se : 

e = (At tmax 0a)C + (B £ tmax 0n) 7 
ou, especilicado : 

Grupo I : e = (0,6557 + 0,0741) c + (0,0103 + 0,0188) 

Grupo II : e = (05357 + 0,0917) c + {0,0443 + 0,0395) 

Grupo III: e = (0,4917 + 0,0458) c + (0,0596 + 0,0222) 

5. Torna se mais interessante ao analista aplicar uma 
equação explicita em ¢ de modo a ler a extinção e concluir 
pela cencentragéo : 

— (B t tmax OB) o= 
(A + tmax 0a) 

. Esta transformação é relativamente facil uma vez efe- 
tivados os limites da própria equação : 

o s) e (g 
Ter-se-á então: 

+ tmax 7B 

+ tmax OA 

Grupo 1 0 < e < 022 c = (1,548 -+ 01746) e — (0,0192 + 0,0808) 
Grupo 11 0,252 < e < 0383 c = (19231 + 0,3292) e — (0,0982 + 0,0005) 
Grupo 110,383 < e < 0,6193;c = (20516 + 0,1910) e — (0,1265 + 0,0569) 
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Discussdo it 

Costuma-se, em geral, estimar séries de medições pelo 
calculo do coeficiente de correlacdo «r» e da regressio R (por 
exemplo Leme e Malavolta 5), podendo ser avaliado o érfo 
de «r». Este procedimento baseia-se em um valor ‘médio 
(Mc; Mo), o qual, em casos como o presente, é dileréntede 
zero. Desta maneira, as medições individuais, quanto mais 
afastadas em «c» forem de M, tanto mais importantes se tor- 
nam na determinacio de R. Assim, também, um valor na 
propria ordenada (c = 0) é bem mais ponderante que gu- 
tro proximo da médiz 

A aplicação de pésos p; às medições é usual na forma 

Pi = — 37 para os desvios individuais u; (Wolf 12),-e ba- 
i A 

seia-se no fato de que as diversas medi¢des não são de igual 
fiducidade (Snedecor 10, Fisher 3). Em casos, como o pre- 
sente, pode-se, através da equacao (6) concluirique, pard a 
constante A, uma medição torna-se mais interessante quan- 
do feita com concentração maior, pois entio um erro relati- 

G % & : ; RTA 
vo é; será menos nocivo no resultado final. Isto na supd- 

sivdo de que os erros absolutos «A e» não crescem tambérh 
com a propria concentragao (Mohler 7). 

A correlação «r» adquire valores que por sua vez de- 
pendem da regress@o R. Logo, se a constante ‘A, e res- 
pectivamente R, for proxima de zero, o valor de «r» tam- 
bém sera reduzido, e vice-versa. Aplicando-se equagdes do 
tipo (7) ter-se-a perfeila independéncia na variância 
quanto ao percurso da reta. , 

As provas de uniformidade, isto é, sôbre flutuáções so- 
mente casuais, convém ser feitas sempre em análises fo- 
tométricas de qualquer natureza. Uma vez que os limites 
convencionais de signilicância ficam ao critério do' autor, 
acha-se preferível não formular resposta ' alternativa, deci- 
dindo se dois grupos diferem entre si com significância, 
mas sim, com que probabilidade elas podem ser conside- 
radas como amostras da mesma origem. () 

(*) O autor agradece a valiosa colaboração do Professor Nestor Carlos 
dos Santos, na parte dos cálculos: d
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Resumo 

Devido à davida sobre a validez da lei de Lambert-Beer 
em uma determinada andlise colorimétrica foi feita uma pro- 
va estatistica dos valores numéricos achados. O método de- 
senvolvido para esta prova foge em alguns principios dos 
usuais; apresenta, entretanto, as seguintes qualificações : 

1. Consideram-se as variancias dos valores das constantes 
calculadas. 

2. Nio se estabelece limite convencional qualquer como 
alternativa de signilicAncia, mas sim calcula-se o grau 
de probabilidade de serem duas sub-divisdes arbitrarias 
amostras da mesma origem. 

3. Considera-se a influéncia de cada medição no total, con- 
forme a localizagdo da observacdo, pela aplicacdo de 
pesos. 

4. Da-se a equacao ampliada do tipo: 

e=(Atac+(Btb) 

na qual «e» simboliza à extinção e «c» a concentração (A, 
B são constantes; a, b representam as variâncias), a for- 
ma explicita em «c»: 

c=(D+de— (G+teg 

Zusammenfassung 

In einer bestimmten kolorimetrischen Analyse bestan- 
den Zweitel úber die Giiltigkeit des Lambert-Beer’schen Ge- 
setzes, Die deshalb vorgenommene statistische Untersuchung 
der gefundenen Werte entspricht nicht in allen Teilen der 
iiblichen Methodik, weist aber folgende Eigenschaiten auf: 

1. Die Strenung der errechneten Werte fiir die Kon- 
stanten wird berticksichtigt. 

2. Statt einer alternativen Entscheidung gemiiss her- 
kommlicher “Sicherheitsgrenzen” wird es vorgezo- 
gen, die Wahrscheinlichkeit festzustellen, mit welcher 
zwei beliebige Muster des Beobachtungsmaterials den 
gleichen Ursprung auiweisen. 

3. Um den Einfluss jeder Beobachtungsposition auf das
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Gesamtergebnis beriicksichtigen zu konnen, werden 
Rechnungsgewichte angebracht. 

4. Der erweiterten Form der Gleichung : 

= (A & ayc £ 

in welcher «e» die Extinktion und «c» die Konzentration bedeu- 
ten (A und B sind Konstanten; «a» und «b» bezeichnen Streu- 
ungen), wird eine in «c» explizite Form gegeben: 

c=(D*de— (G*g 

Summary 

The validity of the Lamber-Beer-law in a certain colo- 
rimetric analysis was doubtful. Thus the observed data were 
proved by statistical methods differing in some points of 
the usual principles, but with the following characteristics * 

. The variabilities of the calculated constants. were 
considered. A 

2. Instead of alternative decisions as prescnpted by 
convention it was preferred to evaluate the probabili- 
ty, with which two arbitrary groups of the total are 
ol identical origin. 

3. According to the position of the different observa- 
tions were applied ponderations. 

4. The enlarged form of the equation: 

=Atac+ (B D) 
in which «e» means extinction and «c» concentration (A and 
B are constants; «a» and «b» indicate variabilities) was tur- 

ned explicit in «c»: 

c=(Dz+de—(G=zxg) 
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