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CONSTRUCTION OF A LONG-PATHLENGTH FLOW CELL FOR SPECTROPHOTOMETRIC MEASUREMENTS. A simple
and low-cost flow cell with 30 cm optical path for spectrophotometric measurements is described. It presents desirable characteristics
such as low attenuation of the radiation beam and internal volume (75 puL) comparable to that of a 1-cm conventional cell (80 pL).

Despite the increase in optical path, the effect on sample dispersion was also similar to that attained in the commercial cell. The

performance of the cell was assessed by the determination of phosphate based on the molybdenum blue method, yielding a linear
response range between 0.05 and 0.8 mg L' phosphorus (r=0.999). The increase in sensitivity (30.4-fold) in comparison with that
obtained with a conventional 1-cm flow cell agreed with that estimated by the Lambert-Beer law.

Keywords: long pathlength spectrophotometry; flow analysis; liquid core waveguide.

INTRODUCAO

A espectrofotometria UV-Vis tem sido amplamente utilizada
em aplicacdes analiticas por sua robustez, custo relativamente bai-
xo e grande nimero de procedimentos desenvolvidos. Porém, vdri-
os métodos espectrofotométricos apresentam limitagdes de sensi-
bilidade. Este panorama pode ser ilustrado pela comparagio das
concentragdes maximas toleradas de poluentes no ambiente, de
acordo com a resolugio CONAMA n° 357/2005', com os limites
de quantificagdo de procedimentos espectrofotométricos oficiais?.
Diversas estratégias t€ém sido propostas para aumento de sensibili-
dade em espectrofotometria UV-Vis, como a formagdo de produ-
tos com maiores absortividades molares, o aumento do caminho
optico das celas de medida ou a concentragio da espécie a ser de-
tectada em uma etapa prévia ou mesmo simultinea a deteccdo’.

De acordo com a lei de Lambert-Beer, a absorbancia € propor-
cional ao caminho 6ptico da cela de medida, devido ao aumento do
nimero de espécies absorventes que interagem com o feixe de radi-
acdo. Entretanto, em celas construidas com materiais convencio-
nais, o aumento do caminho 6ptico € limitado pela excessiva atenu-
acdo do feixe de radiagdo e aumento do volume interno*. Muitos
esforgos tém sido destinados a resolucdo destes inconvenientes, por
exemplo, pela utilizacdo de capilares com reduzido volume ou de
celas de multi-reflexdo’. Neste sentido, um dos principais avangos
consistiu no desenvolvimento de um fluoropolimero amorfo, o Teflon
AF-2400%, transparente na regido entre 200 e 2000 nm e que apre-
senta indice de refracdo (1,29) menor que o da dgua (1,33)°. Um
tubo constituido por este material pode se comportar como guia de
ondas quando preenchido com solugdes aquosas diluidas®, uma vez
que a radiagdo pode ser conduzida por longos caminhos devido ao
fenomeno de reflexdo interna total. Como conseqiiéncia, limites de
deteccdo da ordem de nmol L' tém sido relatados em procedimen-
tos utilizando celas de fluxo comerciais’.

*e-mail: frprocha@iq.usp.br

Neste trabalho, é proposta a construcido de uma cela de fluxo
com caminho 6ptico de 30 cm e volume interno reduzido, visando a
melhoria de sensibilidade em sistemas de andlises em fluxo com
deteccdo espectrofotométrica.

PARTE EXPERIMENTAL
Descricao da cela de longo caminho 6ptico

A cela de fluxo foi construida com um tubo de Teflon AF-2400®
com 30 cm de comprimento, 0,6 mm de didmetro interno e aproxi-
madamente 75 pL de volume (Biogeneral, USA)'°. Adaptadores
construidos em acrilico foram utilizados para o alinhamento das
fibras 6pticas com o guia de ondas e para entrada e saida de solu-
¢des, conforme a Figura 1a. Os blocos de acrilico foram presos por
2 parafusos e um filme de poliéster (transparéncia para retroprojetor)
foi utilizado para separar a solugdo do interior do guia de ondas das
fibras Opticas (Figura 1b). Os dispositivos foram arranjados e acon-
dicionados em uma caixa para evitar a incidéncia de radiagio ele-
tromagnética UV-vis externa.

Reagentes e solucoes

Todas as solugdes foram preparadas empregando dgua deionizada e
reagentes com grau analitico. Solugdo de molibdato de amdnio 2,5 mmol
L' foi preparada em meio de écido nitrico 0,2 mol L' (R,). Solucdo de
acido ascérbico 2,5% (m/v), R,, foi preparada em dgua. Solugdes de refe-
réncia de fésforo foram preparadas por dilui¢des da solugio estoque de
1000 mg L. Solugdes de permanganato de potdssio foram preparadas
por dilui¢des de uma solucdo estoque 1000 mg L.

Equipamentos

O moédulo de andlise foi construido empregando tubos de
polietileno (0,8 mm d.i.) e confluéncias feitas de acrilico. A propul-
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Figura 1. (a) Arranjo para medidas por espectrofotometria com longo
caminho dptico. As setas indicam os pontos para entrada e saida de solugoes;
(b) vista em corte de um dos adaptadores. a: blocos de acrilico (6,0 cm
comprimento x 4,0 cm largura x 2,0 cm altura) presos por 2 parafusos (ndo
mostrados nas Figura); b: filme de poliéster; c: cabo de fibra dptica e d:
guia de ondas (Teflon AF-2400°)

sdo dos fluidos foi efetuada por uma bomba peristdltica IPC-4
(Ismatec, Sui¢a) equipada com tubos de Tygon. Um injetor propor-
cional com barra deslizante foi empregado para a inserc¢do das solu-
¢des. Cabos de fibra dptica (Ocean Optics, USA) foram utilizados
para o transporte da radiacdo proveniente de uma lampada de
tungsténio-halogénio (Ocean Optics, LS-1) até a cela de fluxo e da
saida desta até o sistema de detec¢do - espectrofotdmetro multicanal
com um arranjo linear de 2048 fotodetectores do tipo CCD (Ocean
Optics, USB 2000). Uma cela de fluxo de 1 cm de caminho 6ptico e
volume de 80 pL (Hellma, Alemanha) foi empregada em experi-
mentos para comparacio de resultados.

Diagramas de fluxos e procedimento

O desempenho da cela proposta foi avaliado empregando-se so-
lugdes de permanganato de potassio e o método do azul de molibdénio
para determinagdo de fosfato. Um sistema de andlises em fluxo em
linha dnica (volume da amostra = 80 pL, vazdo do transportador =
2,4 mL min" e reator helicoidal de 50 cm) foi empregado nos expe-
rimentos com permanganato de potdssio (medidas em 525 nm). Para
a determinacdo de fosfato, foi empregado um médulo de andlises
com adicdo de reagentes por confluéncia. As solucdes de fosfato
(volume da amostra = 250 L) foram inseridas no fluido transporta-
dor (H,0, 4,0 mL min'), recebendo por confluéncia as solugdes de
molibdato de amonio (R)) e dcido ascdrbico (R,), fluindo a 1,0 mL
min. Foi empregado um reator helicoidal com 100 cm de compri-
mento e as medidas espectrofotométricas foram realizadas em 660
nm. Em ambos os sistemas de analises em fluxo, agua foi emprega-
da como fluxo transportador.

DESEMPENHO DA CELA PROPOSTA

Foram obtidos sinais transientes com solugdes de permanganato
de potdssio empregando a cela proposta e uma cela comercial com
caminho 6ptico de 1 cm. Mesmo aumentando o caminho 6ptico em
30 vezes, os volumes internos das celas sio aproximadamente iguais
(75 e 80 UL para as celas de 30 e 1 cm, respectivamente), o que nio
altera substancialmente a dispersdo da amostra e o tempo de limpe-
za (14 e 18 s para cela de 1 e 30 cm, respectivamente). A altura do
sinal transiente obtido para uma solugdo 5,00 mg L' KMnO, utili-
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zando a cela de 30 cm foi ca.18% maior em relagio ao sinal obtido
com solugdo 100 mg L' KMnO, com a cela de 1 cm.

O desempenho da cela proposta também foi avaliado na presenga
de reacdes quimicas, explorando a determinagdo de fosfato pelo mé-
todo do azul de molibdénio. Sinais transientes obtidos com celas de 1
e 30 cm s@o mostrados na Figura 2. Resposta linear foi observada
entre 0,05 e 0,8 mg L™ f6sforo (r=0,999) para cela de 30 cm, enquanto
para cela de 1 cm a resposta linear foi de 2,0 — 10,0 mg L' fésforo
(r=0,997). O aumento de sensibilidade foi estimado em 30,4 vezes, o
que estd de acordo com o esperado pela lei de Lambert-Beer. O limite
de quantificagdo estimado com a cela construida € compativel com o
limite mdximo permitido pela resolu¢do do CONAMA n° 357/2005'
para fésforo em dguas (0,020 - 0,1 mg L").
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Figura 2. Sinais transientes para determinagdo de fosfato com cela de
caminho dptico de (a) 1 cm e (b) 30 cm. Os niimeros indicam as concentragoes
de fosforo em mg L. As figuras inseridas mostram a relagdo linear entre
absorbdncia e concentra¢do

CONCLUSOES

A cela de longo caminho dptico proposta pode ser facilmente
construida e € de baixo custo em comparagdo com uma cela comer-
cial de 100 cm de caminho 6ptico com custo aproximado de US$
1700 (Ocean Optics)"' e cela de 1 cm com custo aproximado de
US$ 900 (Hellma)'2. A cela apresenta caracteristicas desejdveis
como volume reduzido e caminho 6ptico ampliado, com baixa ate-
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nuagdo do feixe de radiagdo. Adicionalmente, o coeficiente de dis-
persdo € compardvel ao estimado para uma cela de fluxo convenci-
onal com 1 cm de caminho 6ptico e 80 UL de volume.

Volume de amostra de ca. 100 puL € suficiente para medidas em
procedimentos em batelada, empregando, por exemplo, uma serin-
ga hipodérmica para introducio das solucdes das amostras. A cela
construida pode ser utilizada com sistemas de detec¢do mais sim-
ples com o alinhamento do tubo de Teflon AF-2400° a um diodo
emissor de luz (LED) e a um fotodetector através dos blocos de
acrilico. E também possivel a adaptacdo da cela proposta a
espectrofotdmetros comerciais. Medidas por fluorescéncia podem
ser efetuadas empregando LEDs posicionados perpendicularmente
ao tubo como fontes de excitacio, tal como proposto por Dallas e
Dasgupta'.
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