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ESPECTROFOTOMETRIA DE LONGO CAMINHO OPTICO EM ESPECTROFOTOMETRO DE DUPLO-FEIXE
CONVENCIONAL: UMA ALTERNATIVA SIMPLES PARA INVESTIGACOES DE AMOSTRAS COM DENSIDADE
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LONG OPTICAL PATH LENGTH SPECTROPHOTOMETRY IN CONVENTIONAL DOUBLE-BEAM SPECTROPHOTO-
METERS: A SIMPLE ALTERNATIVE FOR INVESTIGATING SAMPLES OF VERY LOW OPTICAL DENSITY. We describe
the design and tests of a set-up mounted in a conventional double beam spectrophotometer, which allows the determination of optical
density of samples confined in a long liquid core waveguide (LCW) capillary. Very long optical path length can be achieved with

capillary cell, allowing measurements of samples with very low optical densities. The device uses a custom optical concentrator

optically coupled to . tical density measurements, carried out using a of ~ cm, were 1n accordance
ptically pled to LCW (TEFLON® AF). Optical density ied ing a LCW of ~ 45 i d

with the Beer-Lambert Law. Thus, it was possible to analyze quantitatively samples at concentrations 45 fold lower than that regularly

used in spectrophotometric measurements.

Keywords: liquid core waveguide (LCW); very long path length; light concentrator.

INTRODUCAO

A espectroscopia de absor¢cdo no UV-VIS tem ampla aplicagdo
em laboratdrios de andlises e pesquisas fisicas, quimicas, bioquimi-
cas, farmacoldgicas, etc. Inimeras vantagens contribuem para sua
popularidade; a principal, € o fato de ser uma técnica espectroscdpica
quantitativa. Aliado a isto, a técnica tem baixo custo operacional, €
de facil utilizac@o e produz resultados de interpretacdo geralmente
bastante simples. Em laboratdrios analiticos, esta técnica € muito
utilizada na quantifica¢do direta de pequenas moléculas organicas e
inorganicas, de macromoléculas como proteinas e dcidos nucléicos ou
na quantificacio indireta de espécies inorganicas, organicas e biologi-
cas através da titulagdo de indicadores cromogénicos e/ou reagentes
especificos. Sua utilizagdo para pesquisa cientifica e tecnoldgica
abrange uma ampla gama de dreas. SO para citar poucos exemplos,
a espectroscopia de UV-VIS ¢ utilizada desde a caracterizagio
fisico-quimica de reacdes quimicas e bioquimicas, na descricio de
mecanismos e cinéticas de reagdes bioldgicas complexas, na pesquisa
de novos agentes farmacoldgicos até a investiga¢ao de propriedades
optico-eletronicas de filmes finos de novos materiais.

A espectroscopia de absor¢ao UV-VIS apresenta também limi-
tacdes que sdo intrinsecas a sua qualidade quantitativa. A Figura 1
esquematiza a determinacio quantitativa da absor¢ao de luz por uma
amostra, ou melhor, sua densidade éptica, na qual incide um feixe
de luz de comprimento de onda A e intensidade I; ao ser refratado, a
intensidade do feixe decai exponencialmente com o caminho 6ptico
[ percorrido no interior da amostra.

Sendo I, a intensidade do feixe emergente da amostra, a absor-
bancia (A) ou densidade Optica da amostra ¢ dada pela Equacido 1,
conhecida como Lei de Beer-Lambert (no caso de amostras consti-
tuidas por um tnico croméforo)
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Figura 1. Diagrama representativo da absor¢do de luz por uma amostra em
fungdo da distancia percorrida pela luz no interior da amostra (caminho
optico)

onde €, € o coeficiente de extingdo molar da amostra para radiagdo
de comprimento de onda A, / 0 caminho dptico e C a concentragdo
do croméforo na amostra. No caso de amostras com n croméforos
distintos, a absor¢do total serd a soma das contribuicdes individuais
da absorbancia de cada espécie 7, isto €, A = Zgh X C;x /(.

Essencialmente, estas expressdes mostram due a medida da ab-
sorbancia da amostra € proporcional a trés quantidades: €, que € uma
caracteristica intrinseca as propriedades eletronicas de cada croméforo
em cada comprimento de onda e aos pardmetros experimentais extrin-
secos, a concentragido do croméforo e o caminho 6ptico percorrido
pela luz na amostra. A maioria dos espectrofotdometros UV-VIS de
duplo feixe apresentam boa linearidade na regido de absorbancia
entre 0,01 e 3, enquanto que medidas com boa precisdo sdo obtidas
na faixa de absorbancias entre 0,1 e 1. Geralmente, estes limites sdo
desimportantes quando se trabalha com amostras com alto coeficiente
de extin¢do molar, e/ou disponiveis em quantidade. Entretanto, quando
se depara com amostras com baixo coeficiente de extingdo molar, ou
disponiveis em concentragdes muito baixas (quando, por exemplo, se
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deseja medir tracos de concentragdo de um fon ou molécula dissolvida
em um substrato que pode ser gasoso, liquido ou s6lido), os limites de
detecgdo caracteristicos da espectroscopia UV-VIS podem requerer a
utilizagdo de amostras em cubetas com caminho 6ptico longo. Tipica-
mente, as cubetas para UV-VIS mais utilizadas tém caminhos épticos
de 5, 10 e até 50 mm, que requerem volumes de amostra entre 0,5, 2
e até 10 mL, respectivamente. Portanto, a determinacdo espectrofo-
tométrica da concentracdo de amostras com baixa absorbancia pode
ainda ser realizada utilizando-se porta amostras de caminho dptico
longo. Para tanto, basta que haja disponibilidade em quantidade da
amostra que se quer determinar. Em vdrias aplicagdes de interesse,
tais como bioquimicas, biofisicas e farmacoldgicas, a regra € a baixa
disponibilidade de material, devido tanto a dificuldade quanto ao alto
custo envolvido na produgdo e purificagdo de amostras de enzimas,
proteinas e dcidos nucléicos. Nestes casos nélo € raro considerar uma
parca miligrama, como uma grande quantidade de material. Nestas
condi¢oes, as limitagdes intrinsecas a espectroscopia UV-VIS tornam-se
um fator limitante a seu uso.

Uma alternativa possivel para a realiza¢do de medidas de absor-
¢do Optica de amostras com baixa concentracdo e/ou absortividade,
utilizando-se pequenos volumes de amostra e caminho 6ptico longo,
seria utilizar um porta-amostra capilar. Entretanto, esta alternativa
apresenta algumas limitag¢des. A primeira delas € que com o aumento
do caminho 6ptico aumenta a probabilidade de espalhamento de luz
pela amostra, condi¢do na qual as medidas de absorbancia deixam
de ser quantitativas. Outra limitagdo estd relacionada a dificuldades
de realizar medidas de absor¢do em caminhos dpticos longos em
espectrofotometros comerciais. Nestes, a geometria dos feixes de luz
tanto de prova quanto de referéncia estd otimizada para aceitar cubetas
de caminho dptico curto, entre 1 e 50 mm. Mais especificamente, a
geometria do feixe de luz € tal que ele estd focado em uma drea de
aproximadamente 1x10 mm localizada no centro do porta-amostra,
onde as cubetas sdo posicionadas. Antes de atingir o foco o feixe ¢
ligeiramente convergente, divergindo ligeiramente a partir deste ponto
até atingir a fotomultiplicadora. Portanto, a utilizagdo de um capilar
como cela para medidas de caminho dptico longo, além de estar
limitada por efeitos de espalhamento de luz, exige a refocalizagio
do feixe de luz na abertura do capilar; além disto, a refocalizacio do
feixe deve ser tal que a luz percorra um caminho paralelo ao capilar
para evitar o desvio do feixe por refragdo do caminho da amostra e
da fotomultiplicadora.

Este trabalho descreve detalhadamente a construg@o e testes de
um dispositivo de longo caminho 6ptico (DLCO), que serve como
um acessorio a espectrofotometros convencionais, constituido de dois
concentradores de luz e um capilar de polimero inerte com indice
de refragdo menor que o da dgua, que juntamente com uma solucio
aquosa, atua como um guia de ondas liquido. Devido ao indice de
refrac@o da solucao de teste ser maior que o das paredes do capilar, o
feixe de luz fica confinado ao interior da amostra por reflexo total da
luz que incide na interface soluc@o/capilar. Este dispositivo permite a
realizacdo de medidas de absor¢@o dptica em caminho 6ptico longo
(dezenas de cm até metros) utilizando pequenos volumes de amostra
(tdo baixos quanto alguns micro-litros). O dispositivo apresentado foi
otimizado para ser utilizado em espectrofotdmetros convencionais,
facilmente disponiveis em diversos laboratdrios de pesquisas.

Espectrofotometria em guia de ondas de niicleo liquido

Uma estratégia para obtencao de medidas de absorcao de radia-
¢do por uma amostra ao longo de um caminho longo, utilizando um
pequeno volume de amostra, € utilizar porta-amostra capilares. Neste
caso, o volume amostral necessdrio € determinado pelo didmetro do
capilar e o volume interno de eventuais conexdes. A realizacdo de
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medidas com este tipo de cela requer, entretanto, que a intensidade
da radiaciio que percorre a amostra ndo seja perdida por refragdo nas
paredes do capilar. Recentemente, a DuPont® passou a produzir um
fluoro-polimero amorfo, Teflon® AF 2400, com indice de refragdo
igual a 1,29, portanto, menor que o indice de refra¢do da dgua. Nes-
tas condicdes, toda a radiag@o proveniente de um meio aquoso que
incide nas paredes do capilar recoberto com esta resina, em angulos
maiores que um angulo limite (definido pela razdo entre os indices
de refracdo do Teflon® AF e do meio aquoso), sofre reflexdo interna
total; esta condigdo permite a “constru¢do” de uma fibra 6ptica liqui-
da. Portanto, a utiliza¢do de um capilar de Teflon® AF, ou mesmo de
um capilar de vidro ou qualquer outro material recoberto com este
polimero minimiza perda de radiagdo do interior da fibra tanto devido
ao espalhamento de luz, quanto devido a um ndo paralelismo do feixe
de radiac@o de teste. Outra vantagem estd na possibilidade de obter
caminhos 6pticos longos espiralando os guias de onda.

A utilizac¢@o de tubos capilares de Teflon® AF como guias de ondas
de nicleo liquido (liquid capillary wave-guide, LCW) para analises
espectrais de absorbancia e de fluorescéncia em meio liquido de
baixissimas concentra¢des tem sido reportada recentemente.'* Estes
trabalhos pioneiros da aplicacdo de um LCW em espectrofotometria,
como os de Byrne er al.,'? utilizam um aparato Gptico préprio, com
sistemas de lentes e fibras Opticas convencionais, bem como fontes
e detectores especificos e exclusivos para o sistema espectrofotomé-
trico, o que torna o sistema relativamente oneroso e dedicado. Aqui
propomos a montagem de um dispositivo que permite acoplar uma
cela capilar LCW a um espectrofotdmetro convencional, de maneira
simples e de fécil execugdo. Neste sentido, nossa proposta € uma
solugdo pratica e de baixo custo, que permite uma ampla gama de
andlises. Sem prejuizo de outras aplicagdes, 0 nosso interesse em
desenvolver este dispositivo estd em investigar interagdes de alta e
altissima afinidade entre ligantes e macromoléculas bioldgicas cuja
dificuldade estd na determinacdo do ligante livre, onde as concen-
tracdes envolvidas na regido de satura¢@o sdo muito baixas. Outra
grande vantagem deste sistema ¢ o pequeno volume de amostra
utilizado em uma medida.

DESCRICAO DO DISPOSITIVO

O dispositivo 6ptico de longo caminho 6ptico (DLCO) € apresen-
tado como um acessorio composto por um concentrador optico (“funil
de luz”) que coleta a luz emitida pela fonte do espectrofotometro
(Varian/Cary-3E) fazendo com que ela passe por um guia de ondas
de niicleo liquido (tubo capilar de Teflon® AF 2400 — Biogeneral
Inc., San Diego; d.i. = 0,56 mm, d.e. = 0,80 mm) antes de dirigir-se
a fotomultiplicadora. O ntcleo liquido do guia de ondas € a amostra
de interesse. Dado o indice de refrag¢@o do capilar (1,29) e o da solu-
¢do em seu interior (1,33 se considerarmos dgua a 20 °C) o sistema
capilar-amostra se comporta como uma fibra dptica convencional,
onde reflexdes internas totais prevalecem, confinando e conduzindo
o feixe luminoso ao longo do capilar. Um diagrama esquematico do
sistema Optico desenvolvido € mostrado na Figura 2. Outra grande
vantagem do LCW de Teflon® AF € que apresenta uma baixa disper-
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Figura 2. Representacdo esquemdtica do sistema optico
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sdo luminosa para pequenas extensdes, o que possibilita definirmos
um caminho 6ptico de alguns centimetros até metros. Ainda que
este dispositivo de longo caminho dptico tenha sido desenvolvido
para ser acoplado em um espectrofotdmetro Varian/Cary-3E, pode
ser facilmente adaptado a qualquer espectrofotdmetro similar. Uma
fotografia deste dispositivo pode ser vista no Material Suplementar,
Figura 1S.

O concentrador 6ptico

O concentrador 6ptico € peca fundamental do DLCO, pois possi-
bilita a inser¢do do feixe no interior do LCW. Este concentrador foi
construido em poli (metacrilato de metila) (PMMA) e sua geometria
calculada de modo que todo feixe de luz incidente, dentro de um
determinado angulo de abertura, sofra reflexdes internas totais até
a sua outra extremidade, funcionando assim como um verdadeiro
“funil de luz”. O concentrador foi modelado segundo uma superficie
estérica de raio R na entrada, de forma que todo raio de luz incidente
com um angulo < ¢, em relagdo ao eixo Gptico seja projetado no pro-
longamento do funil (saida do concentrador) obedecendo a condicéo
de reflexdo interna total® (Figura 3).
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Figura 3. Geometria do concentrador e suas relacoes matemdticas com o
“angulo de entrada”. As equagdes W, e W, foram escritas relacionando as
varidveis geométricas de forma que, para todo raio incidente dentro de um
angulo ¢, a condi¢do de reflexdo interna total seja obedecida. As relagoes e
vinculos entre as varidveis que aparecem nestas equagoes sdo explicitadas

na Tabela 1S

As relagdes entre as varidveis definidas na Figura 3 sdo mostradas
na Tabela 1S do material suplementar.

As relagdes geométricas mostradas na Figura 3 nos levam as
equagoes:

’/Vl :dl —2{d1|:(5i,n ul)(Sin “2)1“:131‘1[90 —¢ _q)z ]:|} (1)
sin (U, +U,) 2
W,=h tan{arcsin[w} -0+ 2A} )
n
W,=d,-W, € W, =htanA (3)

O sistema € resolvido, uma vez que R, 0 e A possuem vinculos
bem definidos (ver Tabela 1S), quando as condigdes W =W, e d, =
d,—2W, sdo satisfeitas® (Figura 2S, material suplementar). Entretanto,

Quim. Nova

esta condi¢do nos garante apenas que a luz proveniente da fonte do
espectrofotdmetro chegue a extremidade cilindrica do funil (prolonga-
mento). Outro fator essencial para um bom funcionamento do sistema
¢ aminimizacdo de perdas de poténcia luminosa no acoplamento funil/
fibra. O acoplamento, ou a focalizacdo do feixe no interior da fibra,
foi estudado e otimizado através de simulagdes computacionais. Varias
geometrias distintas para a extremidade de saida do concentrador (aco-
plamento concentrador/LCW) foram estudadas a partir de simulagdes
computacionais ray-tracing (Figura 4), com a finalidade de maximizar
apoténcia luminosa transmitida ao LCW. Uma forma truncada rente ao
cilindro na saida do concentrador aproveitaria apenas o fluxo integrado
em uma drea da ordem da drea de uma secgdo transversal do LCW,
0 que tornaria o processo nada eficiente. Supertficies exclusivamente
esféricas na saida do sistema ndo apresentaram bons resultados. A
geometria apresentada, uma forma mista entre cOnica e esférica (ver
Figura 3S do material suplementar para maiores detalhes), além de
proporcionar resultados satisfatdrios € de facil construgao.
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Figura 4. Simulagdo ray-tracing do concentrador optico. (A) Vista geral do
comportamento do feixe ao longo do concentrador. Observamos que o feixe é
retangular e convergente (4° em relagdo ao eixo dptico do sistema) de acordo
com o perfil do feixe do espectrofotometro Cary-3E. As reflexoes/transmissoes
nas interfaces sdo determinadas pela diferenca entre os indices de refragcdo
de cada meio, sendo que o feixe incidente contém 10° raios luminosos. Um
capilar com as dimensoes e caracteristicas do LCW utilizado foi posicionado
na extremidade de “saida” do concentrador. (B) Distribuigcdo transversal
dos raios luminosos na “entrada” do funil. A escala de cinza (arbitrdria) ao
lado da figura indica a poténcia luminosa que atinge cada pixel do detector
simulado (isto é, n® raios/drea). (C) Distribui¢do transversal dos raios lumi-
nosos na “saida” do funil
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A Figura 4a mostra a simulac¢do ray-tracing do formato final
definido para nosso concentrador Optico. Nesta simulagdo, utilizamos
um feixe retangular convergente (4 graus em relagio ao eixo éptico do
sistema, de acordo com o feixe do espectrofotdmetro) representado
pela trajetdria de 10° raios luminosos. A eficiéncia do funil € estimada
por detectores transversais posicionados na entrada e na saida do funil,
onde a poténcia luminosa € definida pela contagem do nimero de
raios por unidade de drea, isto €, nimero de raios incidentes em cada
pixel do detector. As Figuras 4b e 4c mostram a sec¢do transversal
do feixe que atinge um detector de 100x100 pixels na entrada e na
saida do funil, onde uma escala arbitraria de poténcia luminosa €
definida pela legenda ao lado da figura. Estas simulagdes mostram
que a eficiéncia do concentrador € bastante razodvel, ou seja, para uma
poténcia ficticia de 1,000 W que atinge a entrada do funil (detector
representado pela Figura 6b), 0,922 W atinge o segundo detector
na saida (detector representado pela Figura 6¢), sendo que 0,562 W
atinge o interior da LCW (ponto central da Figura 6¢). Na realidade,
o perfil observado na saida do concentrador ¢ um ponto focal cuja
intensidade corresponde a 56% da intensidade total e um anel externo
a este ponto, cuja maioria da intensidade € proveniente da regido
periférica da lente esférica na entrada do concentrador. Este fato ¢
claramente visualizado projetando-se uma luz branca em um anteparo
localizado préximo ao ponto focal do concentrador. Para compensar
esta perda, bem como a atenuag@o intrinseca do LCW, instalamos um
obturador no feixe de referéncia do espectrofotometro.

PARTE EXPERIMENTAL
Testes e calibraciao do DLCO

Para testarmos o dispositivo e verificarmos a sua funcionabilidade,
bem como o seu real potencial no estudo de interagdes bioldgicas de
muito alta afinidade, realizamos uma série de medidas de absorbancia
com o corante murexida (diluido em dgua bi-destilada) e com uma
droga de nosso interesse, Actinomicina-D (ActD, solu¢do em tam-
pao fosfato 10 mM, 150 mM NaCl e 1 mM EDTA), em baixissimas
concentracdes. O corante murexida (ou purpurato de amonio) € uma
substancia bastante conhecida e comumente utilizada como indicador
para andlise de metais em compleximetria. O interessante € que uma
solucdo de murexida possui um espectro de absorbancia de forma
gaussiana com absor¢do maxima em 520 nm (g,, = 1,4x10* cm™'/M)*
sendo bastante conveniente para o teste e calibragdo do DLCO. A
droga ActD € um antibidtico natural que se intercala ao DNA natural
apresentando um sitio de ligagdo de muito alta afinidade,”® motivagio
inicial para a construgdo deste dispositivo. A ActD livre apresenta
um espectro de absorbancia bem regular e conhecido, apresentando
um maximo em 440 nm (g, = 24800 cm'/M).” Em nossos testes,
utilizamos dois caminhos 6pticos distintos (comprimento do capilar
de teflon), 32,27 cm e 46,5 cm e em todos o0s ensaios utilizamos um
tempo de integracgdo para a fotomultiplicadora de 0,333 s.

O caminho 6ptico do sistema foi aferido a partir de medidas
espectrofotométricas do corante murexida utilizando uma cubeta de
quartzo de 10 cm de caminho 6ptico (Starna Cells, Inc.). Medidas de
absorbancia de vdrias solu¢des de murexida em diferentes concentra-
¢des foram realizadas utilizando-se 0 DLCO e a cubeta de 10 cm. A
partir da relagdo entre estas medidas € possivel determinarmos com
grande precisdo o caminho 6ptico total do DLCO.

RESULTADOS
A atenuagdo intrinseca do DLCO (I , = 10log(I/1 ), Figura 4S do

material suplementar, foi determinada em relag@o a transmitincia do
sistema em 800 nm (sinal de referéncia /). Tomando esta atenuagio
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como linha de base, o sistema apresenta um espectro branco bem
comportado na faixa de 400 a 800 nm (flutuagdes menores que 0,01
absorbancia), porém, abaixo de 400 nm a intensidade do ruido au-
menta demasiadamente, inviabilizando medidas confidveis.

Espectros de absorbancia de corantes (murexida, por exemplo)
apresentaram uma relacéo sinal/ruido (r) muito boa, sendo >100 na
faixa de 450 a 600 nm para sinais de 0,1 a 1 absorbancia.

A Figura 5 mostra a correlaciio entre medidas de absorbéancia
(em 520 nm) realizadas com o DLCO e com uma cubeta de quartzo
(I =10 cm) de amostras de murexida em diversas concentragdes. O
coeficiente angular deste gréfico fornece com grande precisdo a pro-
porcionalidade entre os dois caminhos 6pticos (i,€., quanto a DLCO
¢ maior que a cubeta de 10 cm). Estes dados foram utilizados para a
calibragdo do caminho 6ptico efetivo do DLCO.
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Figura 5. Correlagdo entre as medidas de absorbdncia da murexida (em 520

nm) com o DLCO e uma cubeta de quartzo (10 cm de caminho dptico). Cada
ponto correlaciona medidas de uma mesma solu¢dao em ambos os dispositivos.
Este grdfico nos dd a relagdo entre os dois caminhos dpticos (i.e, quanto o
caminho optico do DLCO é maior que o da cubeta). Do ajuste linear temos
que o caminho optico do DLCO é de 32,27 + 0,06 cm

A Figura 6 apresenta medidas de absorbancia em 520 nm para o
corante murexida em fung¢do da concentracdo. Tanto para a murexida
quanto para a ActD, os resultados mostram uma excelente relacio
linear da absorbancia com a concentragdo e, conseqiientemente, uma
concordancia muito boa com a lei de Beer-Lanbert. O coeficiente de
extingdo molar do corante murexida foi determinado como sendo
14134 + 164 cm’'/M. Para a droga ActD livre, o coeficiente de extin-
¢do molar determinado foi de 24733 + 1220 cm™'//M. Estes resultados

1,2} ]
1,00 ]
0.8} ]
0,6 ]
0.4 ]

A(ua)

0,2+ j

0 | . . . .
’8,0 05 10 15 20 25 30
[murexida] (uM)

Figura 6. Grdfico de Bieer-Lanbert das medidas de absorbancia em 520 nm
do corante murexida no DLCO (™) e na cubeta de quartzo de 10 cm (®). Os
coeficientes de extingdo molar, determinados a partir do DLCO e da cubeta
de 10 cm sdo 14134 = 164 cm’'/M e 14043 = 177 cm’'/M, respectivamente.
Estes resultados estdo de acordo com nosso valor de referéncia: 1,4x10*
enm!/M °
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apresentam uma grande concordancia com os valores estabelecidos
na literatura.

Espectros obtidos com 0 DLCO para a droga ActD utilizando um
caminho 6ptico de 46,5 cm em comparag@o a espectros extraidos a
partir de uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico sdo
mostrados no material suplementar (Figura 5S).

CONCLUSOES

E sabido que o desempenho de todo o sistema 6ptico depende do
comprimento de ondas que € utilizado. No caso de sistemas refratores,
as propriedades Opticas dos materiais mudam com o comprimento
de onda. Fendomenos associados as variacdes no indice de refracio
do material com o comprimento de ondas (dispersao, aberragdo cro-
madtica) bem como a varia¢do do angulo limite (mdximo angulo em
que € possivel a reflexdo interna total) no concentrador e no interior
do LCW interferem no desempenho do sistema éptico com um todo.
Devido a estes fatores o sistema apresenta uma atenuago na inten-
sidade que depende do comprimento de ondas e do comprimento (/)
do LCW aliada a uma perda de poténcia luminosa no acoplamento
concentrador/LCW. Entretanto, a atenuagao total da intensidade do
sinal, a0 menos dentro de uma faixa 6tima, pode ser compensada pelo
aumento do tempo de integracdo da fotomultiplicadora. Ao mesmo
tempo, podemos melhorar a qualidade do sinal e minimizarmos os
erros com a ofuscacio do feixe de referéncia do espectrofotometro
através de um diafragma acoplado ao sistema compensando, assim,
a absorbancia intrfnseca ao sistema como um todo.

Este sistema foi projetado para trabalhar na faixa espectral do
visivel (400 a 800 nm) e, contudo, € penalizado devido as razdes
mencionadas anteriormente, em comprimento de onda abaixo de
400 nm, onde o ruido se torna muito intenso e as perdas exageradas,
inviabilizando a sua aplicacdo.

Entretanto, o dispositivo de longo caminho 6ptico apresenta grande
linearidade na regido do visivel e registrou espectros muito bem defini-
dos, com uma relacdo sinal ruido superando nossas expectativas.

Contudo, este sistema mostrou-se uma alternativa vidvel e de
vasto potencial para o estudo de interacdes bioquimicas de muito
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alta afinidade, além de abrir vérias outras possibilidades de aplica-
¢des. Outra grande vantagem deste dispositivo € o pequeno volume
de amostra necessdrio para a realiza¢do de uma medida, geralmente
quantidades inferiores a 1 mL sdo suficientes (volume maximo no
interior do LCW ~ 100 pL), visto que para uma cubeta de 10 cm €
necessario ao menos 20 mL.

MATERIAL SUPLEMENTAR

A tabela e as figuras identificadas pelo complemento S (1S a 5S)
citadas ao longo do texto estdo disponiveis gratuitamente em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF.
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ESPECTROFOTOMETRIA DE LONGO CAMINHO OPTICO EM ESPECTROFOTOMETRO DE DUPLO-FEIXE
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Figura 18S. Fotografia do dispositivo de longo caminho dptico acoplado a um espectrofotémetro Varian/Cary-3E. O LCW estd encapsulado por uma mangueira

de silicone que pode se conectada a um banho térmico
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Figura 2S. W, e W, em fungdo do raio da lente esférica do funil. O sistema apresenta as solugoes R = 34,96 mm, 6 = A =13,23° quando W, = W,

Figura 38. (a) Dimensées determinadas para a constru¢do do concentrador dptico. As distintas cores realcam a superficie de entrada (1), o cone principal (2)
e a saida do concentrador (3). (b) Detalhe da saida do concentrador
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Figura 4S. Atenuagdo intrinseca do sistema optico (concentrador + LCW) do dispositivo de longo caminho dptico. Este grdfico refere-se ao DLCO de 32,27
cm de caminho optico analisando o sinal da dgua pura (bidestilada) e com tempo de integragdo de 0,333 s
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Figura 5S. Espectros de absorbdncia obtidos para a Act-D. Cada linha representa uma distinta concentragdo expressa em WM na legenda. O caminho dptico
utilizado foi de 46,5 cm e o tempo de integragdo da fotomultiplicadora foi de 0,333 s
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Tabela 18. Relagdes entre as varidveis das equagdes W, e W, dedu-
zidas a partir da geometria indicada pela Figura 3 (texto principal)
tendo como vinculo principal a condi¢io de reflexdo interna total

6 = arcsen i
2R

sen(¢1—9)]

€ =arcsen |:

0,=6 + ¢

_90-o -9,
2

A

1
o = arcsen [—]
n

1, =90—A and w, =90—0,

g, e sents)

sen (Ml + uz)

W, = htanA
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