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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM FLUORIMETRO MICROCONTROLADO
PARA DETERMINACAO DE CLOROFILA A EM AGUAS SUPERFICIAIS. Neste
trabalho foi desenvolvido um fluorimetro portatil para determinacado de clorofila a em
aguas superficiais. O instrumento foi construido utilizando os seguintes componentes:
um microcontrolador (PIC18F4550), dois LEDs como fonte de radiagdo, um fotodiodo
multicanal (TCS-230) como detector e um mostrador digital. Foram utilizados LEDs com
maximo de emissdo em 405 e 476 nm. O detector utilizado é dotado de trés filtros
opticos internos com maximos de transmissdo em 480, 540 e 680 nm permitindo, ainda
a sua utilizacdo sem os filtros com elevada sensibilidade em toda a regido do espectro
visivel(maximo em torno de 690 nm). O microcontrolador atua como unidade central de
processamento sendo todos os componentes do instrumento controlados por ele a partir
de um programa previamente gravado em sua memoria, dispensando o uso de um
microcomputador. O fluorimetro construido foi calibrado utilizando solucées de
fluoresceina e rodamina 6G em solugdo de HCI 1,0 x 10° mol L™ e o desempenho foi
comparado com um espectrofluorimetro de bancada, sendo os resultados obtidos
concordantes a nivel de confianga de 95%. Foi obtida uma faixa de resposta linear para
fluoresceina entre 0,5 e 100,0 x 10° mol L™ e um coeficiente de correlacdo de 0,996 e
para rodamina 6G uma faixa linear de resposta entre 0,2 e 10,0 x 10° mol L™ e um
coeficiente de correlacdo de 0,989. A instrumentacdo desenvolvida foi utilizada para a
determinacgao de clorofila a em amostras de agua superficiais € em amostras de meio de
cultura de algas azuis e os resultados foram concordantes ao nivel de significancia de
95 % quando comparados com um método comparativo espectrofotométrico. Para a
clorofila a obteve-se uma faixa de concentragdo entre 2,5 e 1333,6 x 10° g L™ e um
coeficiente de correlacdo linear de 0,995. O intervalo obtido atende a resolucao
CONAMA n° 357 que dispde sobre a classificacdo da qualidade de corpos d’agua que
estabelece as concentragdes de 10,0, 30,0 e 60,0 x 10° g L™ para os diferentes tipos de
classes de aguas. O fluorimetro construido € de baixo custo, de facil utilizacdo, de baixo
consumo de corrente permitindo sua utilizacdo com pilhas ou baterias e de reduzidas
dimensdes (10 cm x 20 cm x 15 cm) com massa total de 0,76 kg. O fluorimetro pode ser
utilizado na determinacao de espécies com excitacdo em 405 e/ou 476 nm e emissao

em toda a faixa do visivel com excelente desempenho.



xil

ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A MICROCONTROLLER FLUORIMETER FOR
DETERMINATION OF CHLOROPHYLL A IN WATER SAMPLES. In this work a
portable fluorimeter was developed and used for determination of chlorophyll a in
water samples. The instrument was constructed using the following components: a
microcontroller (PIC18F4550), two LEDs as light source, a multichannel photodiode
(TCS-230) as detector and a digital display. LEDs with maximum emission at 405
and 760 nm were used. The detector is equipped with three internal optical filters
inside with maximum sensitivity at 480, 540 and 690 nm besides the possible use
without the optical filter with high sensitivity in the visible spectral region with
maximum sensitivity at 680 nm. The microcontroller works as central processing unit
controlling all components of the instrument by a program previously recorded in its
memory eliminating the need of a microcomputer. The fluorimeter was calibrated
using standard solutions of fluorescein and rhodamine 6G in HCI 1.0 x 10 mol L™
and performance was compared with a commercial spectrofluorimeter, and the
results are in agreement at a confidence level of 95%. A linear response range for
fluorescein was obtained between 0.5 and 100.0 x 10° mol L™ and a correlation
coefficient of 0.996 and for rhodamine 6G a linear response range between 0.2 and
10.0 x 10° mol L' was obtained and a correlation coefficient of 0.989. The
fluorimeter was used for determination of chlorophyll a in water samples and blue
algae culture medium. The results were compared with a spetrophotometric method
and were in agreement at a confidence level of 95%. A linear range of between 2.5
and 1333.6 x 10 g L™ for chlorophyll a was obtained with a correlation coefficient of
0.995. The concentration range attend the requirements of CONAMA resolution n°
357 that classifies the water quality covering the concentrations of 10.0, 30.0 and
60.0 x 10° g L for different classes of water. The fluorimeter is inexpensive, easy to
use shows, low power consumption allowing the feed with batteries, small size (10
cm x 20 cm x 15 cm) and with weight of 0.76 kg. The fluorimeter can be used to
determine species with excitation at 405 and or 476 nm and emission across the

visible range with excellent performance.
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1. INTRODUCAO
1.1. Técnicas espectrométricas

Os métodos espectrométricos utilizam da interacdo da radiacao
eletromagnética que pode ser na regido do ultravioleta e visivel (UV/Visivel) com a
matéria, sendo classificados segundo a forma de interagdo. Nos métodos

2

espectrométricos podem ocorrer os seguintes tipos de fendmeno” % absorgao,

emissao ou espalhamento.

Para que ocorra o processo de emissao da radiacdo, uma espécie
deve ser excitada e capaz de liberar energia com emissao de radiagdo na faixa
espectral de radiacdo eletromagnética ultravioleta, visivel ou infravermelho de
acordo com as caracteristicas de cada espécie. Esses métodos sdo chamados de
luminescentes, e classificados segundo o processo de excitacdo da espécie. Alguns

fendbmenos luminescentes e as respectivas formas de excitacdo sdo mostrados

abaixo®.
v" Fotoluminescéncia Absorcao da radiacao eletromagnética
v" Radioluminescéncia Radiagdo ionizante
v' Catodoluminescéncia Raios catddicos
v’ Eletroluminescéncia Potencial elétrico
v" Quimiluminescéncia Processo quimico
v Bioluminescéncia Processo quimico em sistema biologico
v' Sonoluminescéncia Ultrassom

Quando uma radiagéao interage sobre uma matéria, podem ocorrer dois
tipos de efeitos fisicos, absor¢cdo ou espalhamento da radiacdo. As espécies que
emitem radiagc&o, ao serem expostas a radiagao eletromagnética, sdo chamadas de

fotoluminescentes.

As espécies fotoluminescentes quando no estado fundamental

possuem elétrons que podem ser promovidos para niveis de energia mais altos



desocupados, assim, quando expostos a radiacdo de determinados comprimentos
de onda, passam para um estado excitado. Os grupos que absorvem a radiacao
podem ser os fluoréforos ou cromoforos®. Os fluoréforos no processo de relaxacéo
liberaram parte da energia na forma de fotons, retornando ao estado fundamental

com emissao de radiacao.

As espécies fotoluminescentes sao classificadas em fluorescentes e
fosforescentes. Em espécies fluorescentes o tempo de emissao € muito curto da
ordem de 10™"° s, bem menor que as fosforescentes, que sdo tipicamente na ordem

de microssegundos a segundos “.

Os métodos baseados na determinacao de espécies fluorescentes sao
mais ricos em informagdes do que os métodos espectrofotométricos, pois dois tipos
de espectros podem ser obtidos de uma espécie simultaneamente, o espectro de
excitacdo e o espectro de emissdo°. Com esta vantagem as técnicas fluorescentes
sao excelentes para aplicagcbes em diversas areas como a quimica, bioquimica,
biologia e medicina, por serem de elevada sensibilidade e em muito casos por terem
boa seletividade em relacdo aos métodos espectrofotométricos, além da

possibilidade em deteccéo espacial, temporal e pontual® .

Campos de aplicagdes™ ®:

»  Quantificacdo de compostos aromaticos’, organicos, moléculas organicas
presentes em baixas concentragcbes, especialmente em amostras

bioldgicas e ambientais®;

» Deteccdo em cromatografia (especialmente cromatografia liquida de alto

eficiéncia) e eletroforese;

» Imunoensaio, procedimentos especificos para a deteccdo de componentes

de sistemas bioldgicos®;

» Pode ser aplicado no sensoriamento remoto atmosférico, hidrico e

aquatico.

»  Os métodos fluorimétricos possuem em geral baixo limite de detecgéo e
uma larga faixa de deteccdo, no entanto, possuem menor numero de
aplicagdes que os metdédos espectrofométricos de absorcao devido ao

menor numero de espécies que correspondem a tecnica.



Em técnicas fluorimétricas®, os fluoréforos sdo distinguidos pelas
bandas de radiacdo eletromagnética de absorcdo e emissdo. Uma banda é
compreendida por uma faixa de comprimentos de onda, estes devem-se aos niveis
vibracionais permitidos pela molécula. Para se alterar o estado energético de uma

molécula, uma quantidade discreta de energia € necessaria. A energia envolvida no

processo pode ser descrita pela equacdo E=70 (eV/molécula), em que 7 e U sdo

constantes de Planck e frequéncia da radiacao, respectivamente. Uma relagdo com

o comprimento de onda, A, pode ser encontrada, pela equacéo, U=C/7», sendo c a

velocidade da luz. Bandas de absorcao e emissao das moléculas sao obtidas por
espectrometros e espectrofluorimetros e devem-se aos muitos niveis de energia

possiveis de uma molécula.

Em uma solugéo, a intensidade da radiagcao eletromagnética emitida é
proporcional ao numero de moléculas excitadas e, portanto, da intensidade de luz
absorvida pelas espécies excitadas. A intensidade de radiagdo absorvida por um

croméforo em um comprimento de onda chama-se absorbancia, A(A), e pode ser

descrita pela lei de Beer?.

I
Ay =10gI—0:8(x).1.c (1.1)

T

Onde |, e |, sdo a intensidade da radiacdo incidente na amostra, e a

radiagio transmitida, ¢ (Lmol.cm™) o absortividade molar, c(mol.L) a

concentracao do cromoforo e, [(cm)o comprimento do caminho 6ptico da solugéo.

Sabe-se que a intensidade emitida da espécie excitada |F(A) e

proporcional ao intensidade da radiacdo absorvida IA(AeX)' Fazendo-se a diferenga

entre a intensidade de radiagcdo incidente e a radiagdo transmitida, encontra-se

'A(Aex) 3

i) Ty oy (1:2)



A Equacdo 1.2 da intensidade fluorescente pode ser escrita como o
produto da intensidade da radiagcdo incidente sobre a espécie fluorescente e o

rendimento quantico fluorescente ,¢ , da espécie. Uma constante de

proporcionalidade, K, é inserida na equacdo devido & intervencao de alguns fatores

(angulos de incidéncia e de emissao, radiagao espuria, espalhamento entre outros).

Substituindo a intensidade da radiagcdo incidente e da radiagao
transmitida pela equacdo da lei de Beer, encontra-se uma relagdo entre a

concentragao do fluoréforo e o sinal de fluorescéncia, equacgao 4.1.

ey =K 8o (1-10) (1.4)

Por esta equacado pode-se constatar que a relacdo entre a
fluorescéncia e a concentracdo nao sao lineares, pois, o termo da concentragao é
um dos expoentes da equacdo. Uma equacéao simplificada para fluorescéncia pode
ser obtida a partir da equagao acima quando o termo “¢c.c.l” for menor que 0,1. Em

solugdo diluida esta condi¢ao € alcangada e a equagao pode ser escrita:
Iy =IN(10)k.gly, el (1.5)

Se todos os termos da equagao acima forem constantes, k", como a
intensidade da radiagado para excitacdo das espécies, a eficiéncia de todos os
componentes Opticos, exceto a concentracdo, c, obtém-se uma equagao

simplificada para fluorescéncia.

oy =K"c (1.6)



1.2. Instrumentacéo

A deteccdo de um analito fluorescente é realizada utilizando-se um
fluorimetro operando com excitacdo e deteccdo nos comprimentos de onda
caracteristicos da espécie de interesse'®. Para obtencdo do comprimento de onda
de excitacdo em que a espécie apresenta maior intensidade de emissao, obtém-se
um espectro de absor¢do usando-se um espectrofotdbmetro e o comprimento de
onda de maior absorbancia € utilizado para excitagcao da espécie.

Os fluorimetros convencionais sdo equipados com o0s seguintes
componentes: fonte de radiacdo, monocromador, componentes o6pticos, detector,
dispositivo de controle eletrénico, dispositivo de saida. Na Figura 1.1 tem-se um
diagrama de blocos de um fluorimetro. Um monocromador seleciona o comprimento
de onda da fonte de excitagao, a qual incidira sobre a amostra, e a radiacdo emitida
pela espécie fluorescente passa por um segundo monocromador que ira incidir no
detector. O detector € posicionado a um angulo de 90° em relagdo ao feixe de
radiacdo incidente na amostra. Sinal gerado pelo detector sdo coletados pelo
dispositivo de controle seguido pelo processamento do sinal e podem ser acessados

pelo operador no dispositivo de saida (interface).

Fonte de radiagéo — | Monocromador | —* Amostra/suporte
Monocromador
Sistema de
4_

controle/Armazenamento Detector

Figura 1.1. Esquema simplificado de um fluorimetro e seus principais componentes.

Monocromadores e filtros O6pticos tem como funcdo selecionar o
comprimento de onda de excitacdo e emissdo, além de isolar radiacbes

indesejaveis.



1.2.1. Fonte de radiacao

Em estudos espectrofotométricos uma fonte de radiagdo deve gerar
poténcia suficiente para que, apos a interagdo com o analito, seja devidamente
quantificada. Para este fim, diversos tipos de fontes de radiacdo podem ser
utilizadas em instrumentos para medidas fluorimétricas e sdo selecionadas conforme

a faixa de emissdo desejada, em alguns casos, é necessario que o sinal seja

pulsado'”.

A variacdo da intensidade Iluminosa no tempo, e o tempo de
estabilizacdo sao fatores importantes na escolha deste dispositivo para
instrumentacao analitica. Dentre as fontes de radiagcdo mais comuns encontradas

em fluorimetros temos:
» Lampada de arco de xendnio de alta pressao;
»  Diodo emissor de luz (LED);

> Laser'? (do inglés light amplification by stimulated emission of

radiation);
> Diodo laser;

» Lampada de vapor de mercurio de baixa pressao.

As lampadas de arco de xenbnio de alta pressdao emitem com
intensidade praticamente uniforme entre 300 e 800 nm, e as lampadas de mercurio
de baixa pressdo emitem linhas entre 250 e 600 nm. Essas lampadas sao as
principais fontes de radiagdo encontradas em fluorimetros e espectrofluorimetros,
porém, necessitam de uma fonte de alimentacao estavel, de alta poténcia e elevada
tensdo, além de ser necessario o uso de um monocromador ou filtro 6ptico para

selecionar a faixa do espectro para excitagcao das espécies fluorescente em solugao.

Os LEDs, diodos laser e laser emitem radiagao eletromagnética na
regido do visivel ou do ultravioleta com estreita largura de banda e, dispensam o uso
de dispositos Opticos para selecdo dos comprimentos de onda, porém, fica-se

limitado a uma estreita regido do espectro, reduzindo o numero de aplicagoes.



Os lasers, destacam-se por serem fontes de radiacédo eletromagnética
mais intensas, apresentam estreita banda de emissao e feixe pontual, no entanto,
para o bom funcionamento, uma fonte de alimentacdo potente e um sistema para

controle de temperatura sao necessarios.

Os LEDs™ nas ultimas décadas tiveram grandes avancos', tornando
viavel o uso como fonte de radiagdo em diversas areas'. Os LEDs s3o fabricados
com materias semicondutores dos tipos p e n. Nesse dispositivo ha uma jungéo
entre esses dois tipos de materiais semicondutores. Em semicondutores do tipo p,
ha elétrons livres no material, enquanto naqueles do tipo n, faltam elétrons e

formam-se lacunas.

Fazendo-se um contato fisico entre os dois tipos de materiais e
aplicando-se uma diferenga de potencial entres esses dois materiais, com polo
positivo em p e negativo em n, o material torna-se condutor pois, os elétrons e as
lacunas se deslocam para a regido de interface entre os dois materiais
semicondutores, a jungao, e a partir de certo potencial entre os dois semicondutores,
os elétrons ultrapassam a jungdo e preenchem as lacunas em n, tornando-se um

dispositivo condutor, e radiagédo eletromagnética € gerada na jungéo.

Muitas pesquisas foram feitas no sentido de desenvolver LEDs com
emissdao em diferentes comprimentos de ondas, ao usar diversos materiais
semicondutores' foi possivel alterar a energia na jungao. Isto tornou conveniente o
uso deste componente em aplicacdes diversas que necessitam de caracteristicas

como:

» Vida util: tempo médio de funcionamento do dispositivo em
condigbes viaveis para utilizagdo, pode chegar a

aproximadamente 10 anos;

» Boa estabilidade: em poucos minutos a intensidade torna-se

constante ao longo do tempo sem variagdes consideraveis;

» Baixo custo: sdo dispositivos emissores de radiagao
eletromagnética na regido do UV-Vis de mais baixo custo

encontrados atualmente.



»  Baixo consumo de corrente: ndo é necessario o uso de uma fonte
de alimentacao potente, os mesmos podem ser alimentados com

fontes de 3 V, que incluem pilhas.
»  Alta eficiéncia: pouca energia é perdida com liberagao de calor.

» Pequena dimensdo: o tamanho reduzido contribui com a

portabilidade, facil fixacdo e direcionamento do feixe éptico.
»  Encapsulamento resistente.

»  Feixe de luz emitido: a flexibilidade na forma do encaplumento do
componente permite a produgdo do dispositivo com feixe

concentrado ou espalhado.

» Largura da banda de emissdo: sdo encontrados LEDs com

larguras de banda emisséo entre 15 e 50 nm.

Além dessas vantagens € possivel obter um sinal de radiagcéo pulsado
aplicando-se corrente modulada ao LED. Nos ultimos anos foram desenvolvidos
LEDs de luz branca que emitem radiacdo de 400 a 750 nm, com elevada poténcia'®.
Diversas aplicacbes destes dispositivos foram feitas em equipamentos de
sinalizacgao, iluminagéo, indicadores em painéis e outras. Com tantas aplicagdes,
hoje s&o dispositivos comuns encontrados em lojas de componentes eletrdnicos.

1017 & um componente constituido de materiais semicondutores

O diodo laser
com juncgdo do tipo pn, baseado no refletor distribuido de Bragg. Sdo fontes de
elevada poténcia radiante, monocromaticos com feixe pontual, possuem eficiéncia
de 30%, necessitam de baixa voltagem para alimentagdo e apresentam uma
variagdo de 0,1 nm.°C™'. O maior impedimento ao uso de diodos laser em
instrumentacado analitica deve-se limitagdo no numero de comprimentos de ondas

disponiveis.

1.2.2. Seletores de comprimento de onda

Os seletores Opticos sdo usados para selecdo de comprimentos de
ondas a partir de uma fonte de radiagdo policromatica ou para obtencao apenas da

fluorescéncia da espécie excitada.
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1.2.2.1. Filtros épticos

Sao componentes 6pticos mais simples que permitem a transmissao
de radiacdo em um intervalo de comprimento de onda. Eles s&o classificados
basicamente em filtros de absor¢ao ou de interferéncia. Com uso de filtros 6pticos
nos métodos espectrométricos, geralmente sdo alcangadas melhores sensibilidade
da curva analitica da espécie de interesse, pois comprimentos de onda que nao
correspondem a interacao da espécie de interesse no sistema séo eliminados por

este dispositivo.

Em muitos instrumentos os detectores utilizados apresentam uma larga
faixa de resposta, fotossensivel aos comprimentos de ondas da fonte de excitagao.
Como as fontes de radiagcdo de instrumentos de fluorescéncia sao geralmente
potentes, entdo, filtros Opticos sdo componentes uteis para impedir a passagem de
regides indesejadas de comprimentos de onda provenientes da fonte. Podendo

alcancar niveis em que o sinal do fluoréforo seja insignificante frente a esta radiagéao.

1.2.2.2. Monocromadores

Os monocromadores sdo componentes Opticos que dispersam ou
difratam os comprimentos de onda constituintes de radiagéo policromatica em uma
ampla faixa de comprimentos de onda. Os principais componentes dos
monocromadores s&o: rede de difracdo, lentes, espelhos e fendas. Nos
espectrofotometros e espectrofluorimetros esses componentes sdo essenciais para
a varredura em comprimento de onda para obtencdo de um espectro caracteristico
de uma dada espécie. Nos espectrofluorimetros o sinal caracteristico fluorescente
de uma espécie pode ser disperso pelo monocromador e lido por um detector
referente a cada comprimento de onda gerando-se um grafico do comprimento de

onda verso a intensidade, o espectro de fluorescéncia.

1.2.3. Detectores oOpticos

Detectores 6pticos'® sao dispositivos que possuem superficie sensivel
a fotons, capazes de converter a radiagao eletromagnética incidente em um sinal

elétrico, processo conhecido como transdugdo. Em geral, a resposta gerada pelo
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féton absorvido depende do tipo de interagdo do féton com a superficie do detector,
em que pode haver a produgao de fotocorrente ou variagdo de condutividade do
material. A fotocorrente é resultante da absor¢do de um féton seguida pela emissao
de um elétron, enquanto a variacdo de condutividade se da pela promog¢ao de um

elétron da banda de valéncia para a banda de condugao.

A sensibilidade e os comprimentos de onda de resposta do detector
sao determinados pelo tipo de material utilizado. Em um detector fotoelétrico ideal o
sinal elétrico produzido é proporcional a quantidade de fétons, e na auséncia de
fétons o sinal elétrico deve ser igual a zero. Entretanto, esse nivel de eficiéncia ainda
nao foi alcangado, pois um certo sinal de corrente pode ser medido no detector,
mesmo na auséncia total de radiacdo, chamado de corrente do escuro. Entre os
parametros mais importantes em um detector estda a capacidade de detectar
pequenas variagdes da intensidade da radiacdo, chamado de resolugcdo. Com o
desenvolvimento em materiais e tecnologia construgao, detectores com melhor

resolugao, maior faixa linear e mais robustos estao sendo produzidos.

No mercado uma grande variedade de detectores Opticos podem ser
encontrados viabilizando o desenvolvimento de novos instrumentos e aplicacbes
diversas. Dentre os principais parametros para escolha de um detector, tem-se o tipo
de resposta, tempo de resposta, sensibilidade a temperatura, tensado de
alimentagao, tempo de estabilizagéo, eficiéncia, ganho e a faixa de resposta. Entre
os fotodetectores de aplicacdo predominante em instrumentos estdo a célula
fotomultiplicadora, fotodiodos' e ADP (Avalanche Photodiode)', Dispositivos de
acoplamento de carga (CCD do inglés, Charge-Coupled Divice) e fotodetector com
filtros acoplados®. Ha também os detectores inteligentes, nos quais em um Unico
componente estdo o detector e um microprocessador. Adiante sao descritos alguns

detectores 6pticos mais utilizados em aplicagcdes analiticas.

A escolha de um fotodetector € uma das etapas mais importantes no
desenvolvimento de um instrumento. Yotter e Wilson?' orientam sobre alguns
parametros e ressaltam entre eles a eficiéncia quantica e a poténcia equivalente de

ruido como os principais.
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1.2.3.1. Célula fotomultiplicadora

As células fotomultiplicadoras sdo usadas como detectores em
fluorimetros, sua principal caracteristica € a possibilidade de detec¢gdo de poucos
fétons, além disso, possui baixo ruido e larga faixa espectral de resposta que
compreende de 115 a 1400 nm. No entanto a alta voltagem necessaria para
alimentagdo e a fragilidade dificultam a aplicagdo deste componente em

instrumentos portateis.

1.2.3.2. ADP

Os ADP’s sao dispositivos solidos de alta sensibilidade e de pequeno
tamanho que respondem a faixa espectral de 400 e 1000 nm com ganho entre 50 a
100 %. Possuem principio de funcionamento similar as células fotomultiplicadoras. O
elevado custo e a necessidade de um sistema para controle de temperatura sao as

principais desvantagens deste detector.

1.2.3.3. Fotodiodos

Os fotodiodos sao dispositivos semicondutores constituidos
basicamente de silicio, de pequeno tamanho, encapsulamento robusto, baixo custo,
ampla faixa de resposta (190 e 1100 nm) e baixa tensdo de alimentagcdo. No
entanto, sdo menos sensiveis que as células fotomultiplicadoras e possuem baixo
ganho do sinal de saida, necessitando de um circuito eletrbnico para compensar

parte dessa deficiéncia.

1.2.3.4. Arranjos de Fotodiodos

Os arranjos de fotodiodos consistem em pequenos fotodiodos
distribuidos sobre uma matriz linear ou bidimensional, que esta na superficie de um
chip que coleta o sinal diretamente de cada detector de forma independente. Para
aquisicdo do sinal, um protocolo dever ser seguido conforme o principio de
funcionamento de cada chip. A possibilidade de deteccdo espacial € umas das
vantagens do arranjo de fotodiodos. No entanto, requer um sistema de controle bem

elaborado para obtencéo do sinal.
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1.2.3.5. Fototransistores

Os fototransitores sdo componentes de funcionamento similar aos
fotodiodos. A principal diferenga entre eles esta no tempo de resposta e na
sensibilidade, pois fototransistores sdao mais sensiveis, porém, um maior tempo de
resposta é requerido. O sinal de saida é cerca de cem vezes maior do que o sinal de

saida de um fotodiodo.

1.2.3.6. CCD

Os CCD sao dispositivos que necessitam de maior tempo de resposta
que os outros detectores descritos neste trabalho, pois o sinal gerado pela incidéncia
da radiacdo é integrado, gerando uma carga que é acumulada por certo tempo, para
ser liberada para o circuito de detec¢cdo. Devido maior tempo de para acumulo de
carga os CCD’s sdo sensiveis em baixos niveis de radiagcdo e apresentam uma

elevada resolugao.

1.2.3.7. Detectores inteligentes

Com a descoberta de novas técnicas de fabricacdo e novos materiais
foi possivel desenvolver os detectores inteligentes. Sdo dispositivos nos quais um
unico encapsulamento pode conter detector, um chip para o pré-processamento do
sinal e filtros 6pticos aplicados diretamente sobre area do detector. Na etapa de pré-
processamento o sinal lido no detector € convertido em uma forma de sinal elétrico
mais robusto. Como exemplo, tem-se aqueles utilizados em cameras fotograficas
digitais que possuem trés tipos de filtros: verde, azul e vermelho. Além disso, podem
ser programados para converter o sinal de fotocorrente ou fotoelétrico em uma forma

de sinal mais robusta, como frequéncia ou sinal digital.

1.2.4. Dispositivo de leitura e controle

Os dispositivos de leitura sao dispositivos que transformam o sinal de
resposta de um detector em uma forma de sinal que pode ser interpretado pelo

usuario. Atualmente os computadores e os microprocessadores estdao entre os
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principais dispositivos de leitura encontrados nos instrumentos, e desempenham as
funcdes de processamento, formatagcao e controle dos dados, além de realizarem o
controle total do sistema.

Microprocessadores® 2

possuem algumas vantagens para aplicagao
em instrumentos portateis como baixo consumo de corrente, pequeno tamanho e o
baixo custo. Este componente pode ser usado em instrumentos de rotina que
geralmente necessitam de desenvolvimento de um programa embarcado, além de
possibilitar conexdo com outros dispositivos como computador, transmissor de
ondas de radio e até mesmo com um dispositivo de armazenamento externo. Essas
sao algumas das vantagens que tem motivado o desenvolvimento de instrumentos

utilizando os microprocessadores.

1.3. Revisao bibliografica

Na literatura encontram-se muitos trabalhos cientificos em
desenvolvimento de instrumentagdo analitica de alguns grupos de pesquisas que
atuam no desenvolvimento de instrumentos automaticos microcontrolados? de baixo
custo com aplicacdes analiticas como na determinagdo de ferro (Il) '®, proteinas
totais, glicose, hemoglobina, albumina, uréia, calcio, potassio e nitrato '" '® 2%%". O
desenvolvimento de dispositivos eletrbnicos como LEDs, diodos lasers,
microcontroladores e mostradores digitais favoreceu a constru¢do desses novos
instrumentos para analises quimicas com menor custo, consumo de energia e, em
alguns casos, a portabilidade.

Muitos fluorimetros tém sido desenvolvidos usando LEDs'® como fonte de
radiacdo eletromagnética para excitagdo das espécies fluorescente. Heart e Jiji®
desenvolveram um método espectrométrico por excitagdo e emissao utilizando uma
matriz de LEDs em série para excitacao das espécies fluorescente, e uma camera
CCD com resolugcdo de 1024 x 256 pixel como dispositivo de deteccdo. Neste
trabalho, foram utilizados 7 LEDs em diferentes comprimentos de onda que se
estenderam de 370 a 636 nm. Além destes componentes foram utilizados também
lentes, fendas e rede de difragdo. Usando o instrumento multi-LED aliado ao método
quimiométrico de deteccdo foram estudadas sete espécies fluorescentes:

fluoresceina, rodamina B, di-n-fenilantraceno, vermelho do nilo (Nile Red), 10-
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bis(feniletinil)antraceno e safranina. Foram alcangados limites de detecgdo menores

que 5 ppb e elevada sensibilidade.

Palma e colaboradores ?° desenvolveram um instrumento portatil de
baixo custo e simples operagédo para medir a concentragdo de oxigénio atmosférico
a partir do efeito fosforescente de uma membrana na presenga de oxigénio livre na
atmosfera. O instrumento foi construido usando um microcontrolador como unidade
central de processamento de sinais e controle dos dispositivos. Foram usados no
projeto: um LED de alto brilho para excitagdo da membrana, um fotodiodo, um
mostrador digital, um teclado e uma bateria de 9 V para alimentagédo do sistema. A
membrana fotossensivel foi posicionada entre o LED e o fotodiodo. O uso destes
componentes viabilizou a construgdo de um instrumento de simples operagao, baixo
custo, baixo consumo de corrente e viavel para aplicagdo em campo devido a

portabilidade e baixo ruido.

Beutler” e colaboradores desenvolveram um espectrofluorimetro
microcontrolado usando um arranjo de 5 LEDs para excitagédo das espécies com
emissao em 450, 525, 570, 590 e 610 nm e um célula fotomultiplicadora. O
espectrofluorimetro desenvolvido foi capaz de discriminar os principais grupos de
fitoplanctons em aguas superficiais com base nas espécies fluorescentes existentes
em cada grupo. Foram analisados quatro grupos além da determinacdo da
concentragdo de clorofila. Com este instrumento foi possivel fazer analises da
distribuicdo da concentragcdo dessas espécies em uma profundidade de até 16 m

entre outras aplicacdes?’.

Cantrell e Ingle®*® desenvolveram um espectrofotdmetro portatil
microcontrolado para analises em fluxo. Uma célula de fluxo (1,5 mm de caminho
optico) foi construida em acrilico e a célula foram fixados trés LEDs (azul, amarelo e
vermelho) e, um detector a um angulo de 180° em relagdo ao feixe de radiagao dos
LEDs. Usou-se um detector programavel conversor de luz em frequéncia com
amplitude de 5 V. Uma bateria de 9 V foi conectada a um componente de ajuste de
potencial para fornecer uma tensdao de 5 V para o circuito. Com este
espectrofotometro foram determinadas concentracées de thionina e o limite de
deteccdo obtido foi de 2,0 x 107 mol L.

Veras e colaboradores' desenvolveram um espectrofotémetro

microcontrolado de baixo custo usando um LED branco como fonte de radiacéo,
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uma midia de CD (compact disc) como rede de difragdo e um fototransistor. Com
este instrumento foram analisados cinco corantes utilizados em alimentos.
Obtiveram-se desvios padrao relativo menores que 1% para todas as amostras
analisadas. Em todas as aplicagdes com este instrumento foram obtidos resultados
concordantes com instrumentos comerciais.

Um turbidimetro microcontrolado® foi desenvolvido para quantificacéo
de solidos em suspensao em agua de rios. O instrumento desenvolvido foi
implementado com um sistema automatico para monitoramento continuo e
autocalibragdo. Foram utilizados no desenvolvimento do projeto um
microcontontrolador PIC, dois LEDs, dois fotodiodos, um conversor AD entre outros
dispositivos. O circuito foi alimentado com uma fonte de 5 V. Um algoritmo foi
desenvolvido com base em redes neurais para o tratamento dos sinais. Elevada
exatiddo e ampla faixa linear foram obtidos para as espécies analisadas em uma

faixa de 0-1000 unidades nefelometricas de turbidez.

Gaizo e colaboradores %°, construiram um fotdmetro NIR (Near infrared
spectroscopy) portatil usando um microcontrolador PIC 18F77 como unidade central
de comandos e um LED de emissdo no infravermelho proximo (1550 nm). O
instrumento desenvolvido foi aplicado para analises de gasolina tipo C de postos de
combustiveis no Brasil com objetivo de verificar a presenca dos principais
adulterantes, como solventes e querosene.

Yeh e Tseng 2

construiram um espectrofotdmetro de baixo custo
usando um detector multicanal e um conjunto de LEDs com emissao em 389, 407,
462, 527, 572, 587 e 620 nm. Usou-se como unidade principal de controle um
microcontrolador. Solugdes de purpura de bromocresol e verde de bromocresol em
pH variando de 1 a 13, os espectros foram obtidos com o instrumento proposto.
Além desse estudo foram analisadas quatro solu¢gdes contendo diferentes corantes.
O mesmo procedimento foi realizado usando-se um espectrometro comercial da

Ocean Optics USB2000 e os resultados obtido foram concordantes.

Palma e colaboradores®” desenvolveram um fotdmetro portatil para
determinagcdo de potassio e nitrato. O circuito eletrbnico desenvolvido para o
instrumento foi implementado para compensar possiveis alteracées do sinal devido a
mudangas de temperatura. Um programa simples foi desenvolvido e compilado no

microcontrolador viabilizando o uso do instrumento para aplicagdo em campo por
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pessoal ndo treinado. Obteve-se uma faixa linear de trabalho para o nitrato de 2 x
10°a1 mol L' comR = 0,9998, para o potassio foi obtido uma faixa de linear de
trabalho de 5 x 10° a 0,1 mol L™ com R = 0,9998.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um fluorimetro
microcontrolado para a determinacdo de espécies fluorescentes e analise de
clorofla a em aguas superficiais. Para tanto, procurou-se as seguintes
caracteristicas para o fluorimetro:

e Baixo custo;

e Portabilidade;

e Utilizacdo de LEDs como fonte de excitagao;
e Detector multicanal;

e Facil operagao;
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3. ESTUDO DOS COMPONENTES E DESENVOLVIMENTO DO CIRCUITO
ELETRONICO

3.1. Estudo dos componentes eletrénicos.

Neste item, sdo descritos os principais componentes eletrénicos

utilizados no desenvolvimento do instrumento proposto.

3.1.1. Microcontrolador

O microcontrolador PIC (Peripherical interface controller) modelo
PIC18F4550°"* foj utilizado como unidade central de processamento e tratamento
dos dados. Com este dispositivo todos os dados e comandos podem ser enviados,
recebidos ou armazenados. Para tomar decisao de qual procedimento realizar, um
programa dedicado deve ser previamente gravado na memoria do
33,34

microcontrolador

microcontrolador PIC 18F4550 sio:

Algumas das principais caracteristicas fisicas do

o 2 kbytes de memodria RAM;
e Tamanho da memodria: 32 kbytes;
Memoria EEPROM: 256 bytes;

35 terminais disponiveis para entrada e/ou saida de dados e comandos;
Interface USB 2.0 com velocidade de 12 Mbit/s;
Interface RS 232;

Numero de instrucdes 16.384;

Conversor analogico digital de 10 bits.

Na Figura 3.1, tem-se o diagrama esquematico dos terminais de saida
de um microcontrolador PIC 18F4550 com a distribuicdo das respectivas portas nos
terminais. Uma porta € formada por um conjunto de fung¢des eletrbnicas que os
terminais do microcontrolador podem exercer. Essas portas podem ser habilitadas
para diferentes fungdes como conversor analdgico-digital (AD), interface USB,

entrada ou saida de sinal.
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PIC18F4550

\ 4 40 [J =—= RBT/KBI3/PGD
39 [] =—= RBE/KBIZ/PGC
38 [ =—= RBS/KBI1/PGM
37 [J =—= RB4/AN1T1/KBID/CSSPP
36 [1 =—— RB3/ANS/ICCP2vPO
35 [] =——= RBZANB/INT2/VMO
34 [] =—= RB1ANT0/INT1/SCK/SCL
33 [] =— RBO/AN12/INTO/FLTO/SDISDA
32 =—— VoD

MCLR/VPRRE3 — [

RAOAND <—»[]

RAT/ANT =— [
RA2/AN2VREF-/CVREF < »[]
RAIANIVREF: =[]
RA4/TOCKICTOUTIRCY =[]
RAS/ANA/SS/HLVDIN/C20UT =—— ]
REO/ANS/CK1SPP <[]
RE1/ANG/ICK2SPP =—[]

[ =T s I TR SO S I L Y

w

RE2/ANT/OESPP =—[] 10 31 [] =——Vss
VDD — [ 11 30 [ =— RDT/SPPT/P1D
Ves — [ 12 29 [] == RD6/SPPEP1C
OSCVCLKI —=1 13 26 [] == RD5/SPPE/P1B
OSC2/CLKO/RAS <[] 14 27 [] =—= RD4/SPP4
RCO/T10SO/T13CKI =[] 15 56 [] =—= RCT/RX/DT/SDO
RCUT10SICCP2MUOE <=7 16 95 [] =— RCE/TXICK
RC2ICCP1/P1A =[] 17 24 [] =—= RCE/D+VP
VUsB =—=[] 18 23 [1 =—= RC4/D/VM
RDO/SPP0 =[] 19 22 [] =——= RD3/SPP3
RD1/SPP1 «—[] 20 21 [ =— RD2/SPP2

Figura 3.1. Microcontrolador PIC18F4550.

Na Figura 3.1 s&o descritos os terminais e as suas respectivas portas.
Os terminais 2 a 10 s&o para as portas analégicas ANX, portas B sdo usadas para
entrada e saida de sinal digital correspondendo aos terminais 33-40, a porta C
corresponde aos terminais 15 — 17 e 23 — 26, os terminais 19-22 e 27-30
correspondem a porta D, geralmente as portas C e D s&do configuradas para portas
de entrada, saida ou entrada/saida, e em Vpp (terminais 11 e 32 ) o microcontrolador
dever ser alimentado com tensdo positiva de 5 V e em Vsg (terminais 12 e 31)
alimentagéo de 0 V. No terminal 18 (Vysg) uma tens&o para alimentacdo da
interface USB é disponibilizada. Nos terminais 13 e 14 deve ser conectado o sinal da
freqUéncia de clock do PIC.

Um programa gravado no microcontrolador serd o guia para as
tomadas de decisbes a serem executadas. Este programa poder ser escrito em
diferentes linguagens como linguagem C, Pascal, Basic e Assembly ** %, depois de
escritos sdo compilados e, com uso de um circuito gravador e um programa de
gravacao € inserido na memoéria do microcontrolador. Com a execugao deste

procedimento o microcontrolador executara a rotina predeterminada pelo programa.
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3.1.2. Detector TCS 230
O detector TCS 230°® da Texas Advanced Optoelectronic Solutions

(TAOS) é um conversor de radiagao luminosa em um sinal elétrico em freqiéncia. A
freqUéncia de saida do detector € proporcional a intensidade de radiagao incidente.
O dispositivo € formado por um arranjo 8 por 8 fotodiodos divididos em quatro
grupos, com 16 fotodiodos em cada grupo. Esses grupos apresentam maximas
sensibilidade espectral nos comprimentos de onda 480, 540, 680 e 690 nm conforme
estudos realizado por Lamoglia®’ (anexo). As faixas fotossensiveis sdo selecionadas
por um sinal em forma de cédigo binario 22. A vantagem do detector multicanal esta
na possibilidade de usar diferentes regides do espectro dispensando o uso de filtros
ou redes de difracao.

A tecnologia utilizada no TCS 230 possibilita uma interface direta com
um microcontrolador, pois, o sinal de saida possui amplitude de 5 V, igualmente ao
controle para habilitar o sinal de saida, selecionar a faixa espectral de trabalho e a
frequéncia do sinal de resposta. A vantagem de se usar um detector de conexao
direta e digital esta em eliminar os ruidos que sao geralmente amplificados quando
se usa um circuito amplificador de sinal. Algumas caracteristicas relevantes do
sistema de deteccdo em relagdo ao projeto:

e Tenséao de alimentagao de 5,0 V;

e Abrange toda regiao do visivel, em 4 regides distintas;

e Converte a intensidade luminosa em frequéncia de onda quadrada com
amplitude de 5,0 V,

e Controlado por cédigo binario 2*;

e Baixo consumo de corrente;

e Simples configuragéo;

e Resistente a ruidos eletrostaticos;

e Encapsulamento robusto;

e Pequeno tamanho.
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3.1.3. Fonte de radiacao

Como fonte de radiacgo®2%%, foi proposto o uso de LED, devido as

seguintes caracteristicas:

e Baixo consumo de corrente elétrica;

Intensidade luminosa de até 12000 mcd;

Tempo de vida elevado, em média 10 anos;

Baixo custo;

Pequeno tamanho;

Baixa corrente de residual;

Consumo de corrente em torno de 25 mA;

Encapsulamento robusto;

Emissdo em toda regiao do visivel.

Sao encontrados LEDs com estreita bandas de emissao na regido do
visivel que possibilitam o desenvolvimento de novos instrumentos, dispensando o

uso de lentes, filtros de radiagéo e rede de difragéo.

Os LEDs usados no projeto possuem como caracteristica alta
luminosidade, os mesmos foram comprados no comércio local. Na Figura 3.2, estao
os espectros de emissdo dos LEDs usados no instrumento. Os espectros de
emissao foram obtidos usando-se um espectrofotdmetro USB 2000 da Ocean Optics
com o auxilio de uma fibra 6ptica. Os comprimentos de onda de maior intensidade
dos LEDs e a largura de banda efetiva obtidas em A) 405+ 10 nme em B) 476 £+ 11

nm.
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Figura 3.2. Espectro de emissédo de LEDs. Comprimentos de ondas de maior
intensidade dos LEDs e a largura de banda efetiva, respectivamente. A) 405 + 10 nm
eB)476 £ 11 nm.

3.1.4. Fonte da alimentacao

A fonte de alimentagdo é um dispositivo eletrbnico formado por
componentes eletronicos configurados para fornecer o valor de tensdao adequado
para um equipamento elétrico ou eletrénico a partir de uma fonte de sinal diferente.
Os componentes eletrbnicos selecionados para o desenvolvimento do circuito do

projeto foram alimentados com tensao de 5 V de corrente continua.

3.1.5. Sensor de temperatura LM35

O LM35 é um sensor de temperatura produzido pela National
Semiconductor. Este sensor apresenta um sinal elétrico linear para variagao de
temperatura( 0,01 V/°C, para um faixa de - 55 a +150°C. Algumas caracteristicas

como baixo custo, ampla faixa de trabalho, baixo consumo de corrente, elevada
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exatidao, faixa de alimentagao flexivel, a tensdo entre 4 a 30 V e circuito simples

foram fatores importantes na escolha deste sensor.

3.1.6. Interface USB 2.0

A interface USB esta atualmente entre as principais formas de
comunicacao entre dois dispositivos. Para transmissado de dados, o protocolo USB
deve ser estabelecido previamente entre os dois equipamentos®' e uma conexao via
cabo. Uma das vantagens desse tipo de interface esta na quantidade de informacéao
que pode ser enviada e recebida, de até 12 Mbit/s.

O microcontrolador PIC18F4550 possui hardware que suporta o
protocolo USB para interface com outros instrumentos como computador e Pen-drive

com envio e/ou recepgao de dados e/ou comandos.

3.1.7. Interface RS232

A interface RS232 usa um protocolo de comunicagcdo USART
(Universal Synchronous Asynchronous Receiver Transmitter) simples para envio e
recepgao de dados com sinal digital binario. Esse tipo de interface ainda é usado em
muitos equipamentos como principal forma de comunicagdo. Com um circuito

eletrbnico simples ela pode ser usada no microcontrolador PIC 18F4550.

3.1.8. LCD

Os mostradores digitais(LCD do inglés, liquid crystal display) séo
dispositivos eletronicos que usam linguagem simples de comunicagéo. Além disso,
possuem baixo consumo de corrente, elevada resisténcia mecanica e baixa tensao
de alimentacgdo. Atualmente no mercado podem ser encontrados LCD’s graficos e
coloridos com tela sensivel ao toque (touch screen). Este dispositivos geralmente

usam comunicagao paralela.
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3.1.9. Placa de estudos

A placa de estudos®® é uma importante ferramenta para
desenvolvimento de circuitos microcontrolados. Com esta placa €& possivel testar
alguns dispositivos eletrénicos a serem utilizados no projeto como os LEDs, os
detectores e o PIC, bem como o programa desenvolvido. Na Figura 3.3 tem-se uma

fotografia da placa de estudos PICgenios da Microgenios®.

Figura 3.3. Fotografia da placa de estudos PICGenios da Microgenios®.

Esta placa de estudos possui todas as possiveis simulagdes para os
microcontroladores PIC de diferentes series 16FXXX e 18FXXXX. Na placa estao:
um microcontrolador como unidade central de processamento e dispositivos
periféricos como: LEDs, botées, mostrador digital LCD, sensor de temperatura,
banco de LEDs BCD, chaves de controle, regulador de tensdo, interface de
comunicacao USB, interface de comunicacao RS232, interface de comunicacéo IC,
fonte de alimentagcdo 5 V e dispositivo sonoro. Além das fungbes anteriormente
descritas, a gravagao do programa estruturado em linguagem de programagao C no

microcontrolador é feita por um circuito gravador na placa.
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3.2. Desenvolvimento do circuito eletrénico

Utilizou-se o programa Proteus Ares Professional 6.9. para desenvolver
o desenho da placa de circuito impresso. Com este programa um menor tempo é
requerido para a elaboracao das trilhas eletrénicas e a disposi¢ao dos componentes,
pois fornece a distancia correta para a maioria dos componentes eletrénicos

encontrados no mercado.

3.2.1. Fonte

A fonte foi elaborada para fornecer 5 V de corrente continua, pois
todos os componentes conectados ao circuito precisam ser alimentados com 5 V.
Um regulador de potencial TIP7805, dois capacitores C1 e C2 de 100 x 10° F (35 V),
um LED vermelho LED3, um resistor R1 de 300 Q, 4 diodos, uma chave Liga/Desliga
representada por BT, um transformador TR1 110/10 e uma ponte de diodos PRT

foram usados na construcéo da fonte de alimentacgao.

VCG +5V
7805
BT o6 3 1
TR1 VO Vi
LIGA/DESLIGA | PRT % §Z\\N LED3
o
— —4
AC-110 WC1 mC2 |:| a

GND

Figura 3.4. Esquema do circuito da fonte de alimentagéo. BT = Liga/Desliga; TR1 =
Transformador 110 V para 10 V; PTR = Ponte retificadora de diodos; C1 = C2 = 100
x 10° F; LED3 = LED vermelho; R1 = 300 Q.

Na Figura 3.4 tem-se o esquema do circuito eletrénico desenvolvido
para a fonte de alimentagdo. O botdo LIGA/DESLIGA, BT foi conectado em série
com o transformador TR1. Ao posicionar BT no modo ligado uma tensdo de 110 V

(corrente alternada) atravessa o circuito sendo transformada em 10 V por TR1. A
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ponte retificadora de diodos (PRT) converte o sinal de corrente alternada do TR1 de
10V para corrente continua. O sinal de corrente continua passa pela entrada Vo do
regulador TIP7805, liberando uma tensdo de 5 V em VI. Os capacitores C1 e C2
minimizam os ruidos na fonte de alimentacdo. O LED3 esta ligado em série com R1

para indicar quando a fonte esta ligada ou desligada.

3.2.2. Microcontrolador

O microcontrolador PIC18F4550% foi utilizado com unidade de
processamento e aquisicdo dos dados para atuar no gerenciamento de todos os
periféricos do instrumento tais como: detector, botdes, LED, LCD, MAX232
(comunicacao RS232), USB, LM35 (sensor de temperatura). O microcontrolador PIC
18F4550 foi alimentado pela fonte de alimentag&o descrita no topico 3.2.1. Na Figura
3.5 tem-se o0 esquema do circuito eletrbnico com os componentes basicos para
funcionamento do microcontrolador PIC 18F4550. Os componentes C3, C4 e XT-
4,00 MHZ fazem parte do circuito oscilador, este circuito € imprescindivel para o

funcionamento do microcontrolador pois os sinais sdo processados com base na

frequéncia.
vee
R10
PIC18F4550
;; vee RCO }2—<| BTO
T vcc RC1 17—4 BT1
c3 I MCLR/VPP RC2 [——=< BT2
—— 5] 95C! Roa |22
] x7-8mHz R l>—§ RAO RC6 gg—q COOLER
—_ S0 >—4 RA1 RC7 =5
c4 s1 [>—————o RA2 RDO [—=
| OE g RA3 RD1 51— T2IN
| ouT P7 RA4 RD2 22—<| R20UT
s2 >————— RA5 RD3 p—&&—————<] LED2
33 RD4 %—4 LED1
-_— S RBO RDS ==
F RB1 RD6 m
RS |>—36 RB2 RD7 [—2=
E l>—37 RB3 REO 9—<| S3
D4 >—3s RB4 RE1 5
D5 |>—39 RB5 RE2 [—==
D6 >—40 RB6 GND [—=
D7 >———=— RB7 GND

Figura 3.5. Esquema do circuito eletrénico para funcionamento do microcontrolador
PIC 18F4550. C3 = C4 = 21 x 10° F; R10 = 10 x 10° Q; XT-4MHZ = 4 x 10° Hz.
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3.2.3.LCD

O LCD foi alimentado com 5 V no terminal VDD e 0 V em VSS,
conforme Figura 3.6. O PTO(potenciémetro) de 5 x 10° Q permite o ajuste da
intensidade do mostrador digital, LCD. Usou-se uma conexao simplificada entre os
terminais do LCD e o microcontrolador PIC 18F4550. Os terminais 4 e 6 s&o para
controle do LCD e foram conectados as portas R2 e RB3 do microcontrolador. Os
terminais D7 a D4 sao terminais de dados que foram conectados as portas RB7 a
RB4 do microcontrolador. Os demais terminais nao utilizados foram ligados a 0 V da

fonte.

LCD

VCC

VEE
VDD
VS8

14
3
2
1

10
=]
8
7
5]
5
4
3
2
1

RB7 < J—

RBS <}——m—-—
POT

rRB5 <} /H"

RB4 <}—

RB3 <}
RB2 <}

Figura3 3.6. Esquema do circuito eletrdnico do fluorimetro. POT = Potenciémetro de
5x10° Q.

3.2.4. Sistema de deteccédo TCS 230

O TCS 230 possui 4 regides fotossensiveis em diferentes regides do
espectro-eletromagnético da radiagdo visivel, com comprimentos de onda de
resposta maxima em 480, 540, 680 e 690 nm*’, esta ultima é sensivel a todo o
espectro do visivel. A selegao é feita aplicando-se um sinal binario nos terminais S2
e S3, esses terminais foram conectados ao PIC18F4550 nas portas RA5 e REO. O
sinal de resposta do TCS 230 € enviado para a porta RA4 do PIC18F4550. SO e S1
sdo portas de controle do sinal de frequéncia, com elas seleciona-se a magnitude do

sinal de freqiiéncia que pode ser em Hz, 10° Hz e 10° Hz. O terminal OE tem a
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funcdo de habilitar ou desabilitar o envio do sinal de resposta para o
microcontrolador, este terminal foi conectado a porta RA3 do microcontrolador. O
detector TCS 230 foi alimentado com 5 V no terminal 5 (VCC) e 0 V (GND) no
terminal 4. Por meio de um programa previamente gravado na memoéria do
microcontrolador PIC 18F4550 o envio e recepgao de dados ou comando foram

realizados, conforme tépico 3.3.1.

VCC

‘ TCS230
vCC S0

i 12 > RAT

=—{ GND $1 5 > RA2

= ouT 82 3 > RAS
|_ OE 83 > REO
{=> RA3

> RA4

Figura 3.7. Esquema do circuito eletrdbnico desenvolvido para conexao do detector
TCS 230 as portas dos microcontrolador PIC 18F4550.

3.2.5. Teclado de controle

Um teclado para acesso dos comandos do programa gravado no
microcontrolador foi desenvolvido. No projeto, o teclado consta de apenas trés
botdes. Na Figura 3.8, tem-se a configuragdo do circuito eletrénico desenvolvido

para conexao das teclas.

O funcionamento das trés teclas é similar. Os sinais das teclas sao
enviados para o microcontrolador nas portas RCO, RC1 e RC2 referentes aos botdes
BTO, BT1 e BT2, respectivamente. Essas portas sdo conectadas em série com um
resistor de 1 x 10* Q ligado a tens&o de 0 V da fonte. Por outro lado, a essas portas
esta conectado um resistor de 1 x 10° Q ligado em série com as teclas conectadas a
5 V. Quando a tecla é pressionada um sinal de 5 V €& enviado a porta do

microcontrolador e ao ser liberada, o sinal de tensao retorna a 0V.
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BTO /=
0 O

BTl = @
O O

BT2 /&

RZ[]mll]m -

R ——
RCO «} . | }

RC1 < R6 —
rRC2 <} RS —

Figura 3.8. Esquema do circuito eletrénico do teclado de acesso as fungdes. BTO =
BT1 =BT2 = Teclas de acesso; R2=R3 =R4 =1x 10° Q; R5 =R6 =R7 = 1 x 10*
Q.

3.2.6. LED

Os LEDs usados no instrumento como fonte de radiacdo para
excitacées das espécies flourescentes foram conectados em série com um resistor
de 330 Q conectada a 0 V, sendo os outros terminais livres dos LEDs conectados as

portas RD4 e RD3 do microcontrolador PIC 18F4550.

RD4 RD3

LED1| LED2

R8 R9

Figura 3.9. Esquema do circuito eletrénico das fontes de excitacdo do fluorimetro.
LED1 = 405 nm, LED2 = 476 nm; R8 = R9 = 330 Q. RD4 e RD3 portas de saidas
digitais do PIC 18 F4550.
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Os LEDs utlizados no projeto apresentam emissao maxima em 405 e
476 nm, como pode ser visto na Figura 3.2. Este espectro foi obtido utilizando-se um
espectrofotometro USB-2000 com fibra 6ptica modelo Ps-50.

3.2.7. Interface

O microcontrolador utilizado possibilita o uso das interfaces USB e RS
232. O circuito para interface USB nao sera descrito neste trabalho pois, apesar de
desenvolvido, n&do foi implementado no projeto. O esquema do circuito desenvolvido
para interface RS 232 pode ser visto na Figura 3.10. Como mostrado no esquema
abaixo, duas portas do microcontrolador PIC 18F4550 foram usadas, RD1 e RD2.
Em RD1 os sinais de dados sao enviados do microcontrolador para o dispositivo
externo conectado ao DB09 e em RD2 ocorre o processo inverso de comunicagao.
Para se estabelecer esse tipo de comunicagcdo, as portas do microcontrolador

devem ser configuradas com os mesmos parametros do dispositivo a ser conectado.

DB0®

SR

s VGG
A
1 3
Ci1+ C1- ESSY C7
_:; T1IN TouT D—lg =4
15°d Riout RN ==
RD1 <] T2IN T20UT Pt
RD2 <J———( R20UT R2IN
Ve |2
V8- g
MAX232
cax c2-
ca
4 5 —
c6

Figura 3.10. Esquema do circuito eletrbnico para interface usando comunicag¢ao
serial RS 232. C5=C6 = C7=C8 = 0,1 x 10° F; DB09 — Conector.
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3.2.8. Sistema de controle de temperatura

O sistema de controle de temperatura desenvolvido contou com um
sensor de temperatura e um cooller de baixa poténcia. Na Figura 3.11, tem-se o
esquema de conexao utilizado para o sensor de temperatura LM35. O sinal de
variacao de temperatura do sensor, emitido através do terminal 1 (R) foi ligado a

porta analégica do microcontrolador RAO.

Figura 3.11. Circuito eletrénico do sensor de temperatura LM35 com saida de sinal
no terminal R (1) conectado a entrada analégica RAO do microcontrolador.

Ligou-se o cooller ao emissor de um transistor BC548. O terminal do
coletor do transistor foi conectado ao VCC da fonte e a base no RC6 do
microcontrolador. No programa desenvolvido quando a temperatura € superior a
temperatura de trabalho selecionada, o microcontrolador envia um sinal na porta

RCB6, e liga-se o cooller. Ao atingir a temperatura selecionada o cooller é desligado.
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Figura 3.12. Circuito eletrénico do sistema de refrigeragéo.

3.3. Montagem do protétipo

Na Figura 3.13, tem-se esquematicamente a comunicagédo existente
entre os principais componentes do protétipo desenvolvido, onde o microcontrolador
PIC 18F4550 foi a unidade central de controle. No compartimento éptico de acrilico

foram fixados o TCS 230 e os LEDs, posicionados a 90 ° em relagdo ao TCS 230.

Na Figura 3.14, tem-se um desenho do protétipo acomodado em uma
caixa de plastico preto, nas dimensdes de 100 x 150 x 200 mm. Na face superior do
fluorimetro proposto foi colocado um suporte para cobrir a entrada da cubeta, a fim
de evitar interferéncia de radiacdo externa. Proximo ao centro tem-se o LCD e na
parte inferior o teclado de controle com as teclas BO, B1 e B2. Proximo a

extremidade esquerda inferior do protétipo, a chave Ligar/Desliga.



36

LCD 14X2

T BOTOES
MICROCONTROLADOR

N COOLLER
LM 35
SENSOR
LED 02 LED 01
CUBETA

Figura 3.13. Figura esquematica do fluorimetro proposto com os principais
componentes conectados a um microcontrolador PIC 18F4550.
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Figura 3.14. Protétipo do fluorimetro proposto com distribuicdo dos componentes
eletrbnicos de interfface e uma tampa protetora de Iluminosidade para o
compartimento optico.

3.3.1. Programa desenvolvido em linguagem C

Foi desenvolvido um programa em linguagem C com auxilio do
programa MikcroC 7.003 da Mikroelektronika®. O MicroC é um programa dedicado
para o desenvolvimento de programa em linguagem C para microcontroladores. Na
Figura 3.15 tem-se o fluxograma das fungbes implementadas no programa
desenvolvido. Esse programa foi gravado na memdéria do microcontrolador PIC

18F4550 para o controle dos dispositivos, aquisi¢ao e tratamento dos dados.

O programa gravado na memoéria do microcontrolador realiza as
seguintes fungdes: Envio de dados para o LCD, liga e desliga os LEDs e controla a
temperatura de trabalho. Conforme o fluxograma, ao ligar o instrumento, o programa
vai para o algoritmo SELECIONAR/OPCAOQ. Nesse algoritmo uma entre as 4 opcdes
(opcao = X) podem ser selecionadas através dos botbes BO (X+1) ou B2 (X-1) e
confirma-se a opcédo selecionada com o botdo B1, quatro op¢des podem ser

selecionadas:
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1. DARK: Desliga os LEDs e exibe a leitura do detector TCS 230 no LCD;
2. LED 01: Liga apenas LED 01 e exibe a leitura do detector TCS 230 no LCD;
3. LED 02: Liga apenas LED 02 e exibe a leitura do detector TCS 230 no LCD;

4. AJUSTE/TEMPERATURA: Seleciona a temperatura de trabalho usando-se

as teclas BO e B2.

Todas essas fungdes apds serem selecionadas sdo executadas e ao
término realizam-na outra vez, porém, se o botdo B1 for pressionado, o programa
retorna para a posigdo SELECIONAR/OPCAO.

O cddigo fonte do programa desenvolvido em linguagem C encontra-

se no apéndice. Este cddigo foi compilado no software MikroC.



INICIO

SELECIONAR/OPCAQ
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Figura 3.15. Fluxograma do programa gravado no PIC18F4550 para controle e

aquisigao de dados.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para calibragdo do instrumento proposto foram usadas solugdes de
fluoresceina (FL) e rodamina 6G*' (R6G). Esses corantes sdo indicados para
estudos fluorescentes, por apresentarem alto rendimento quantico fluorescente e

consideravel fotoestabilidade.

A fluoresceina quando excitada em 480 nm apresenta maxima
intensidade de emissdo em 515 nm*?**. Essa maxima intensidade de emiss3o varia
com a mudancga de pH, deslocando o comprimento onda de maxima absorcao desta
espécie. Com o aumento da acidez do meio, a absorcdo é deslocada para

comprimentos de ondas menores. A rodamina 6G*'*°

possui uma elevada
resisténcia a fotodegradagao e a maxima absorgao ocorre em 520 nm, com pico de
emissdao em 560 nm. Para os estudos, solugdes estoque desses corantes foram

preparadas em meio acido.

4.1. Reagentes e solugdes

Foi preparada uma solucdo estoque de HCI (Merck) 1,0 x 10° mol L™
usando-se agua destilada e purificada por um sistema milli-q.

A partir da solugéo estoque de fluoresceina1,0 x 10° mol L™, foram
preparadas por diluicdo em HCI 1,0 x 10° mol L' soluces contendo entre 1,0 x 107
e 1,0 x 10 mol L' de fluoresceina.

Uma solucdo estoque de rodamina 6G (Sigma-Aldrich) em
concentracdo de 1,0 x 10™ mol L, foi preparada utilizando uma solugéo de HCI 1,0
x 10° mol L' na dissolugdo. Solucdes de trabalho de rodamina 6G em
concentracdes entre 1,0 x 107 e 1,0 x 10 mol L™ mol L™, foram preparadas por

diluicdes usando-se uma solugdo de HCI 1,0 x 10° mol L.
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4.2. Materiais e instrumentos

O desempenho do fluorimetro desenvolvido foi comparado ao de um
Fluorimetro Hitachi modelo F-2500. Para tal procedimento, nos ensaios analiticos
foram selecionados quatro comprimentos de onda do espectro de fluorescéncia
(480, 540, 680 e 690 nm) com excitagcdo das espécies em 405 e 476 nm. Os
seguintes parametros foram utilizados no fluorimetro F-2500 para obteng¢ao do sinal:
resolucdo de 2,5 nm e célula fotomultiplicadora (400V).

Para medidas de absorbancia de fluoresceina e rodamina 6G usou-se
um espectrémetro da Ocean Optics, modelo USB-2000, com fibra éptica de 50 um,
conectado a um computador.

Para obtencdo da fluorescéncia relativa das espécies usou-se cubetas
de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico com todas as faces polidas.

Para obtencdo do espectro de absorcdo foram utilizadas cubetas de

quartzo com 10 mm de caminho 6ptico com apenas duas faces polida.

4.3. Calibragéo

A calibragdo é um conjunto de parametros que avalia sob condigbes
especificas o desempenho de um instrumento ou método. O processo de calibragéo
€ indispensavel a qualquer instrumento para assegurar a confiabilidade dos dados
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frente a um conjunto de exigéncias™"'. Os principais parametros exigidos no

processo de calibracdo do instrumento sdo descritos a seguir*®°.

4.3.1. Estabilidade da fonte luminosa de radiagcao

Medidas da estabilidade da fonte Iluminosa foram realizadas
registrando-se o sinal do instrumento com o LED 02 ligado e monitorando o valor
obtido em 680 nm. Monitorou-se este sinal por um periodo de trés horas e vinte
minutos, com intervalo de cinco minutos para medigcdo na primeira hora e com
intervalos de vinte minutos para o tempo restante. O procedimento descrito acima foi

realizado apenas com o LED 02.
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4.3.2. Estudo da influéncia da temperatura no fluorimetro proposto

A influéncia da temperatura na resposta do fluorimetro proposto foi
avaliada registrando-se o sinal de fluorescéncia de fluoresceina apresentado no
mostrador digital com excitagdo em 476 nm, e emissdo em 540. A partir desses
dados construiu-se um grafico da intensidade fluorescéncia em funcdo da
temperatura. Para esse estudo, solugdes de fluoresceina foram preparadas nas
seguintes concentragdes 0,5; 20,0; 50,0 e 80,0 x 10° mol L™ diluidas a partir da
solugdo estoque com uma solucdo de HCI 1,0 x 10 mol L. A faixa de temperatura
estudada variou entre 17 e 33 °C. Nesse estudo apenas o instrumento foi submetido

a variacao de temperatura.

4.3.3. Razao sinal/ruido

O ruido é definido como as rapidas flutuagdes do sinal que ocorrem em
pequeno espaco de tempo na presenga ou auséncia do analito. A influéncia do ruido
no sinal é dado pela razao sinal/ruido (S/R). Neste caso S/R é definida como a razao
entre o valor médio do sinal de saida e o seu desvio padréo, e pode ser tomado

como o desvio padrao do branco.

4.3.4. Calibragédo univariada

Para obtencdo das figuras de mérito®">?

como parte dos parametros
necessarios que descrevem o desempenho de um instrumento. As figuras de mérito
foram obtidas realizando-se o0s procedimentos analiticos em um fluorimetro
comercial e no fluorimetro desenvolvido®'°2. Abaixo sdo descrita as figuras de mérito

estudadas.

4.3.4.1. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade de um método fornecer um
resultado diretamente proporcional a concentracio de uma espécie. No
procedimento adotado para o teste de linearidade utilizou-se solugbes de
fluoresceina e rodamina 6G em uma faixa de concentracéo entre 0,1 e 100,0 x 10®
mol L. A partir do sinal de resposta de fluorescéncia relativa foram construidos

graficos para selecdo de faixas dinamicas que mais se aproximassem da



44

linearidade. A relagéo entre o sinal de resposta e a concentragdo em uma faixa
linear pode ser expressa pela equagao matematica da reta, conhecida como curva
analitica. A curva analitica é descrita pela equacao matematica, y = bx + a. Onde, b
€ o coeficiente de inclinagdo da curva analitica, a o ponto de intersecdo, x a

concentracao e y o sinal de resposta.

4.3.4.2. Limite de deteccao

O limite de deteccao (LD) representa a menor concentracdo do analito que
produz um sinal com certo nivel de confianga estatistica. Para este parametro,
assumiu-se o LD como sendo a razdo de 3 vezes o desvio padrdo da medicdo do

branco pela sensibilidade. Calculou-se o LD a partir da Equacgéo 4.1.

3s
LD=— 4.1
Y (4.1)
onde: s - desvio-padrao do branco, dez replicatas;

M - sensibilidade.

4.3.4.3. Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentragdo em
que uma espécie pode ser determinada com nivel de incerteza aceitavel. Assumiu-
se 0 LQ como sendo a razdo de 10 vezes o desvio padrao da medi¢cao do branco

pela inclinagdo da curva analitica. Calculou-se a partir da Equacéao 4.2.

Lp-198 (4.2)
M
onde: s - desvio padrao do branco, dez replicatas;

M - sensibilidade.

4.3.4.4. Sensibilidade

A sensibilidade é descrita como a capacidade de um método
discriminar pequenas variagbes de concentracdo do analito. A sensibilidade

corresponde ao coeficiente angular da curva analitica. A sensibilidade analitica € a
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razao entre a inclinagdo da curva analitica e o desvio padrdo do sinal analitico em

uma dada concentragao do analito. Calculou-se a partir da Equagao 4.3.

n|m

Onde: M - a sensibilidade.
B - o coeficiente de inclinagao.

S -0 desvio padrao do sinal analitico.

4.3.4.5. Precisao

A precisdo reflete a reprodutibilidade de um procedimento analitico
com grau de proximidade do sinal de resposta da amostra nas mesmas condigdes. A
precisdo também pode ser adotada com o desvio padrdo da analise de uma espécie

nas mesmas condi¢oes.

4.3.4.6. Andlise de variancia

A analise de variancia é usada para avaliar a qualidade do ajuste do
modelo desenvolvido. Na Tabela 4.1, tem-se as equagdes utilizadas para os calculos
de variancia do método, usando-se o método dos minimos quadrados. Os resultados
da anadlise de variancia foram obtidos utilizando-se da opg¢do Regressdo da
ferramenta Andlise de Dados do programa Microsoft Excel. Com esta ferramenta
obteve-se o coeficiente de correlacdo (R), o desvio padrao da regressao, o
coeficiente angular da curva analitica e o valor de F com 95% de confianca®" *. O
uso do teste F indica se 0 modelo da curva analitica esta bem ajustado, quando o F
calculado apresentar um valor dez vezes ao valor de F tabelado. O F calculado é a

razao entre a média quadratica do modelo pela média quadratica residual.
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Tabela 4.1. Equagdes para andlise de variancia pelo MMQ.

Fonte Soma Quadrética N° GL Média quadrética

Modelo SQ; = ZZ(% ~yf p—1 MQ; =SQg/(P—1)
o

Residual SQr:zzi(yij _9i)2 n-p MQr :SQr/(n_p)
i

Total 8Q, = ii(yu -9 f n—1
i

SQr — Soma quadratica do modelo; SQr — Soma quadratica residual; SQ; — Soma quadratica total;
MQg — Média quadratica do modelo; MQg — Média quadratica residual; N° GL — Numero de graus de
liberdade; n; — numero de repeticdes no nivel i; m — numero de niveis distintos da variavel x; n —
numero total de observagdes; p — numero de parametros do modelo.

4.5. Estratégia de validacao

Para validacédo das figuras de mérito da calibragdo foi utilizado o
fluorimetro proposto e um comercial. Foram adotados os seguintes passos para
determinagao das figuras de mérito.

a) Medida dos sinais do branco;

b) Medida dos sinais das solu¢des padrao;

c) Calculo da regresséao linear, pelo método dos minimos quadrados;

d) Analise estatistica dos dados;

e) Construgédo do grafico da curva analitica pelo método dos minimos

quadrados;

f) Estimativa da sensibilidade, limite de detecgdo e Ilimite de

quantificacao.
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4.6. Determinacéo de clorofilaa

Sabe-se que 0s microorganismos vivos produtores primarios®’ como as
algas, fitoplancton e cianobactérias estdo presentes em aguas superficiais?®%%%4,
Estes microorganismos séo potencias agentes produtores de substancias toxicas
(hepatoxi e neutroxic)®® prejudiciais aos peixes, animais e ao homem. A qunatidade
desses microoganismos esta diretamente relacionada com a concentragdo de
clorofila a. Para tanto, um dos indicadores de qualidade de aguas superficiais toma
como base a concentragdo desta espécie®' % ¢’

O procedimento realizado para determinagao de clorofila a consome mais de
doze horas®®’®. Com objetivo de tornar esse procedimento mais rapido, novos

métodos para determinacéo de clorofila a diretamente em lagos?®, rios e mares "

3 aplicando a técnica fluorimétrica vem sendo desenvolvidos. Outra espécie
geralmente determinada em paralelo sdo os feopigmentos, produtos de degradagéao
natural de clorofila a. O objetivo desse estudo foi aplicar o fluorimetro desenvolvido

na determinagéo de clorofila a e feopigmentos™ 7°.

4.6.1. Material e equipamentos

Foram usados um compressor/aspirador Fanem modelo Dia-Pump Cal,
um espectrofotdbmetro Micronal modelo B-380, uma centrifuga Quimis modelo Q-
222T, um suporte GF/F com capacidade de 1 L, filtros de fibra de vidro GF de 47 mm

e uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 10 mm.

4.6.2. Reagentes, solu¢cdes e amostras

Uma solugéo estoque de etanol 90 %(v/v) foi preparada diluindo-se 5,0
x 102 L de etanol anidro em 4,5 x 10" L de agua obtida de um sistema Milliq de
purificagao.

Uma solugdo estoque padréo de clorofila a (Sigma-Aldrich) 400 x 10 g
L™ foi preparada dissolvendo-se uma amostra padrdo de 5,0 x 10" gem 1,0 x 103 L
de etanol 90 % (v/v). Solugbes para constru¢do da curva de calibragdo foram
preparadas por diluicbes apropriadas da solu¢cao estoque de clorofila a em etanol 90

% (VIv)®> ™.
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4.6.3. Procedimento analitico

4.6.3.1. Método de referéncia

Coletou-se amostras de 0,5 L de agua da barragem da UFSCar e de
uma cultura de alga (Selenastrum capricornutum, cultivadas no laboratério de
Limnologia do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da UFSCar) em
frascos plasticos opacos. Estas amostras foram transportadas em uma caixa térmica
com gelo até o laboratério. A de filtracdo foi realizada em local com baixa
luminosidade. Utilizou-se uma bomba de vacuo ajustada para 500 mmHg e filtros de
47 mm, sendo os procedimentos realizados em triplicata. Posteriormente, os filtros
foram retirados com o auxilio de uma pinca de ponta chata e armazenados em
frascos plasticos opacos.

No procedimento de extragdo, foram gotejadas cinco gotas de etanol
90% a temperatura ambiente, seguido de 3,0 x 10° L de etanol 90 % (v/v) com
temperatura entre 80 e 90 °C. Realizou-se a maceragao das amostras e transferiu-
se 0s macerados para tubos plasticos completando-se o volume com etanol 90 %
(v/v) para 10,0 x 10 L. Os extratos foram armazenados sob refrigeragdo a 4 °C por
doze horas. Apos este periodo foram centrifugados por quinze minutos a 700 g. O
sobrenadante foi retirado para analise.

Para determinacéo de clorofila a, realizou-se a leitura de absorcao do
sobrenadante em 665 e 750 nm. As amostras foram acidificadas com uma gota de
HCI 1,0 mol L e repetiu-se o procedimento de leitura. Com a acidificacdo da
amostra, moléculas de clorofila a sdo degradadas e somadas aos feopigmentos. A
concentracado de clorofila a ® e feopigmentos foi obtida usando-se as Equacdes 4.4

e 4.5, respectivamente.

27,91 (Eb-Ea )v
Chla — V1

(4.4)

27,91 |(1,7xEa )-Eb|v

C. =
Feo Vl

(4.5)
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Onde:
Ccnia concentragdo de clorofilaaem x 10° g L™ ;
Creo  concentragdo de feopigmentos em x 10° g L™ ;
Eb - absorbancia do extrato em 665 nm antes da acidificacdo menos a
absorbancia em 750 nm;
Ea - absorbancia do extrato em 665 nm depois da acidificagdo menos a

absorbancia em 750 nm;

V- volume do solvente usado no extrato em mL;
V- volume da amostra filtrada em Litro;
1- percurso 6ptico da cubeta (cm);

27,91 - constante utilizada para etanol 90%(v/v).

4.6.3.2. Método camparativo

Na determinacdo de clorofila a com o método fluorimétrico’, realizou-
se leituras de fluorescéncia relativa desta espécie com excitacdo em 405 nm, leitura
de emissdo em 690 nm em concentracdes de 0,2, 2,0, 5,0, 20,0 100,0 e 200,0 x 10°°
g L™ para a obtengdo da constante, K, conforme Equagao 4.6. A partir do valor de K,

para cada concentragao calculou-se a média para a constante K.

K =2 (4.6)

Onde:
K - Fator de sensibilidade de resposta;
Rs - Fluorescéncia relativa dos padrdes clorofila a;

Ca - concentragbes de padrdes de clorofila a.

O fator de corregao r, foi obtido calculando-se a razéo de fluorescéncia
relativa da concentracdo de clorofila a padrao de concentracéo 20,0 x 10 g L. Foi
realizanda a leitura de fluorescéncia relativa antes e apés a acidificagdo com HCI 1,0

mol L', conforme a Equagao 4.7.
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r=—=2 (4.7)

Onde:
r - fator de correcéo;
Fa - fluorescéncia relativa do padréao antes da acidificacao;

Fp — fluorescéncia relativa do padrao apés acidificagao.

Calculou-se a concentracdo de clorofila a no extrato, realizando-se a
leitura da fluorescéncia relativa do mesmo antes da acidificagdo com HCI 1,0 mol L™
com intervalo de 5 minutos. Foram usadas as Equacgdes 4.8 e 4.9 para determinagao

da concentracgao de clorofila a e de feopigmentos, respectivamente.

r

K= Ra-Ry)V
CChIa:_ v (4.8)
r
K Ra-Ryn)V o
Creo = - :
Feo \Vj ( )

Onde:
Cchia - concentragdo de clorofilaaem 10° g L™;

Creo - cOncentracdo de feopigmentos em 10° g L”;

K - fator de sensibilidade de resposta;

r - fator de correcéo;

Ra - fluorescéncia relativa do extrato;

Rp - fluorescéncia relativa do extrato apds acidificagao;
% - volume do extrato em L;

- volume da amostra em L.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Estabilidade da fonte de radiacao

Para o estudo do tempo de estabilidade do instrumento desenvolvido,
inicialmente ligou-se o instrumento e selecionou-se a opg¢ado LED 02 e o sinal no
comprimento de onda em 680 nm foi tomado com referéncia para este estudo. Na
Figura 5.1 tem-se um grafico do sinal registrado em fungdo do tempo em minutos.
Verifica-se que a partir de 20 min o sinal permanece praticamente constante até os
200 min. Um periodo maior de tempo nao foi registrado por ndo haver mudancgas
consideraveis no sinal. Para todos os estudos posteriores, o instrumento foi utilizado

apos passar 30 min ligado.

Fluorescéncia Relativa (%)

1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Tempo (min)

Figura 5.1. Estudo do tempo de estabilizagao do fluorimetro proposto.
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5.2. Estudo da variacao de temperatura no circuito eletrénico

Para verificar a influéncia da temperatura sobre o sinal de fluorescéncia
do instrumento, estudou-se a variacdo de temperatura usando-se uma solugao de
fluoresceina. Nesse estudo apenas o instrumento foi submetido a variagdo de
temperatura. Na Figura 5.2, podem ser vistos os diferentes niveis de concentragdes
deslocados nas mesmas proporgdes. No entanto, em temperaturas mais altas como

em 29, 31 e 33 °C, o deslocamento & menor.

3,2
17 °C
3,01 .
vo /./
~ 2,8 R ./l
X |
© e
e ./
g 26F g— /l
= I I
2 2 4 - ./. ./.
g tam .
S
.'CQU 22+ ./I/.
c =
o ././.
207 i; 2=/4'33 °C
: | . | . | . |

Fluoresceina/10®° mol L™

Figura 5.2. Variagao de fluorescéncia em fungéo de concentragdo de fluoresceina
em solucdo de HCI 1,0 x 10° mol L™ sob influéncia da variagdo de temperatura entre
17 — 33 °C. Em a) 0,5; b) 20,0; c) 50,0; d) 80,0 x 10 ® mol L. Excitagdo 476 nm.

Na Figura 5.3, tem-se um grafico da variagdo do sinal de fluorescéncia
em fungcédo de temperatura em quatro niveis de concentragdo de fluoresceina com
excitacdo em 476 nm. Neste grafico, constata-se a ocorréncia de um decréscimo da
resposta de fluorescéncia em todas as concentragdes com variagdes similares na
faixa de temperatura estudada. Observa-se também, uma relagao linear em funcao
do aumento de temperatura no intervalo de 17 - 29°C e, a partir de 30°C, uma leve
tendéncia a diminui¢cao da influéncia da temperatura sobre a do sinal fluorescente do

instrumento?.
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Figura 5.3. Grafico da temperatura (°C) em funcdo do sinal de fluorescéncia no
fluorimetro proposto para fluoresceina em a) 0,5, b) 20,0, c) 50,0 e d) 80,0 x 10 ©
mol L' em solugédo de HCI 1,0 x 10 mol L' com excitagdo em 476 nm.

5.3. Calibragédo univariada

O desempenho do fluorimetro proposto, foi comparado com um
fluorimetro comercial frente aos resultados obtidos para fluoresceina e rodamina 6G
em solugdo de HCI 1,0 x 10° mol L, nas mesmas condi¢des de temperatura. No
fluorimetro proposto os sinais de fluorescéncia foram registrados em comprimentos
de ondas discretos em 480, 540, 680 e 690 nm com excitagdo em 405 e 476 nm.

Inicialmente foram obtidos espectros das espécies fluorescentes
usando-se um fluorimetro comercial F2500(Figura 5.4). Esses corantes
fluorescentes foram estudados, diluindo-os em solugao de HCI 1,0 x 10° mol L™
Estas espécies fluorescentes foram excitadas em dois comprimentos de onda: 405 e
476 nm. A resposta de fluorescéncia relativa de maior intensidade, A, refere-se a
rodamina 6G excitada em 476 nm. Porém, ao ser excitado pela fonte em 405 nm, a
intensidade de fluorescéncia relativa obtida reduziu de 100,0% para 48,3% em B,
com emissdo maxima em 560 nm. Em C tem-se a maior resposta de fluorescéncia
relativa para fluoresceina que apresentou comprimento de onda maximo em 516 nm
ao ser excitado em 405 nm, porém, ao ser excitada em 476 nm, o sinal de

fluorescéncia diminui de 100,0% para apenas 31,2%, em D. Constata-se que a
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excitacdo em diferentes comprimentos de onda, afeta fortemente a intensidade

fluorescéncia destas espécies.
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Figura 5.4. Grafico do espectro fluorescéncia relativa no fluorimetro F2500: A) R6G
1,0 x 10®° mol L™ (exc. 476 nm); B) R6G — 1,0 x 10™ mol L' (exc 405 nm); C) FL —
2,5 x 10 mol L™ (exc. 405 nm); D) FL — 2,5 x 10* mol L™ (exc. 476 nm). Em solugéo
de HCI 1,0 x 10° mol L™.

Na Figura 5.5 tem-se o0 espectro de absor¢cdo das espécies
fluorescentes em solugdo de HCI 1,0 x 10° mol L™, em A tem-se o espectro de
excitagdo de fluoresceina 2,5 x 10° mol L' e em B rodamina 6G 5,0 x 107 mol L™.
Verifica-se que a fluoresceina apresenta uma maior intensidade de fluorescéncia
quando excitada em 405 nm, Figura 5.4. Esse efeito ocorreu porque esta espécie
possui maior absorcado em comprimentos de onda mais proximos a 405 nm do que
em 476 nm, Figura 5.5. Para a rodamina 6G, um pico de maior absorbancia pode ser
observado em 526 nm, comparando-se os sinais do espectro de fluorescéncia desta
espéecie quando excitada em 405 e 476 nm, constata-se que o sinal de maior
intensidade ocorre com excitagcdo em 476 nm. Este efeito de maior intensidade
confirma-se na Figura 5.5, onde esta espécie apresenta maior absor¢édo em 476 nm

do que em 405 nm.
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Figura 5.5. Espectro de absorgdo de espécies fluorescentes em HCI 1,0 x 10™° mol
L. A) Fluoresceina 2,5 x 10° mol L™"; B) Rodamina 6G 5,0 x 107 mol L.

5.3.1. Estudo da utilizacdo do fluorimetro proposto para determinacéao de

fluoresceina

A resposta de fluorescéncia da fluoresceina como mostrado na Figura
5,4, possui um pico de maxima intensidade fluorescente em 516 nm. Na Figura 5.6
tem-se um grafico de fluorescéncia relativa desta mesma espécie obtido com o
fluorimetro proposto em solucdo de HCI 1,0 x 10®° mol L™ em concentracdes entre
0,5 e 100,0 x 10° mol L' com excitagdo em 405 nm (LED 01 ). Verifica-se neste
grafico um perfil diferente do espectro gerado pelo instrumento comercial, onde o
sinal de fluorescéncia em 680 nm registrado no instrumento desenvolvido possui
maior sinal de fluorescéncia do que em 480, 540 e 690 nm. A elevada intensidade
do sinal de fluorescéncia relativa registrado neste comprimento de onda ocorre
porque o arranjo de fotodiodos de maxima sensibilidade em 680 nm é também
fotossensivel a todo o espectro visivel, portanto de maior sensibilidade que os de

mais, como pode ser visto na figura em anexo.
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Figura 5.6. Grafico de fluorescéncia relativa com o fluorimetro proposto.
Concentracdes de fluoresceina (LED1 — 405 nm) entre 0,5 e 100,0 x 10° mol L™ em
solugdo de HCI 1,0 x 10° mol L™,

Na Figura 5.7, tem-se uma curva analitica obtida pelo instrumento
desenvolvido para concentragdes de fluoresceina em solugédo de HCI 1,0 x 10™° mol
L™ com excitagdo em 405 nm. Nessa figura, b) e ¢) sdo comprimentos de onda que
apresentam maior intensidade do sinal de fluorescéncia relativa. Os comprimentos
de onda em 480 e 690 nm n&o deveriam apresentar nenhuma relagdo com o
aumento da concentracdo da espécie fluorescente, pois, a maxima sensibilidade
nestes filtros estd distante do comprimento de onda de maxima intensidade
fluorescente desta espécie, como pode ser visto na Figura 5.4. Este efeito deve-se a

baixa eficiéncia dos filtros do detector TCS 230.
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Figura 5.7. Curva analitica para determinagcédo de fluoresceina (exc. LED1 — 405
nm). Concentragdes entre 0,5 e 100,0 x 10° mol L' em HCI 1,0 x 10° mol L™,
Comprimento de onda: a) 480 nm; b) 540 nm; ¢) 680 nm; d) 690 nm.

Na Tabela 5.1, tem-se alguns parédmetros obtidos a partir dos calculos
de regressdo pelo método dos minimos quadrados para concentragdes de
fluoresceina entre 0,5 e 100,0 x 10® mol L' em solugdo de HCI 1,0 x 10 mol L
com excitagcdo em 405 nm, usando-se o fluorimetro comercial e o proposto. Os
parametros calculados para este intervalo de concentracdo foram: coeficiente de
correlagdo da reta, F calculado, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e
sensibilidade. A partir dos dados apresentados na tabela, verifica-se que foram
obtidos bons resultado para o coeficiente de regressdo para ambos os instrumentos
e o teste F apresentou valores superior ao Fq33 = 4,17 (tabelado, a um nivel de
confianga de 95%) indicando que o modelo ndo apresentou falta de ajuste. Com
base nos dados da tabela pode-se afirma que o fluorimetro comercial destacou-se
com melhores resultados de F calculado e coeficiente de regressdo. O instrumento
desenvolvido apresentou também bons resultados nos dois comprimentos de onda

comparando-se ao desempenho do fluorimetro comercial.
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Tabela 5.1. Comparagao dos valores de R, F, LD, LQ e S para determinagédo de
fluoresceina (exc. 405 nm) entre o fluorimetro comercial € 0 proposto.

Instrumento R F (mI(;IDL'l) (ml(;IQL'l) (L mSoI'l)
Comercial* 0,999 39x10*  45x10® 15x107 6,6 x10’
Proposto* 0,996 21x10* 16x10" 38x107  1,9x10’
Proposto** 0,995 20x10* 78x10% 26x107  3,8x10’

R - Coeficiente de correlagao (R); F - Teste F calculada (graus de liberdade = 33, F tab. = 4,17); LD -
Limite de deteccgao; LQ - Limite de quantificagcdo; S - Sensibilidade; * - Fluorescéncia em 540 nm; ** -
Fluorescéncia em 680 nm.

Na Tabela 5.2, tem-se os dados obtidos para amostras sintéticas
usando-se o fluorimetro comercial e desenvolvido neste trabalho. Os dados
apresentados sdo para amostras sintéticas de fluoresceina nas concentragdes: 1,0,
10,0, 50,0 e 100,0 x 10°mol L™ em solugdo de HCI 1,0 x 10° mol L™, com excitagdo
em 405 nm e emissdo em 540 nm. Comparando-se os resultados obtidos pelo
fluorimetro desenvolvido e o fluorimetro comercial usando-se o teste t pareado a um
nivel de 95%, os instrumentos ndo apresentaram diferencas significativas. Verifica-

se que o fluorimetro proposto apresentou boa precisado e exatidao.

Tabela 5.2. Valores médios de concentragao de fluoresceina (exc. 405 nm, em. 540
nm) dentro do intervalo da faixa linear de concentracbes obtidos para amostras
sintéticas. Em solucéo de HCI 1,0 x 10”° mol L™ (n = 3).

Amostras Van;Esperido Valor Determinado (10°mol L?) E (%)
(107 mol L) Comercial Proposto A B
Amostra 01 100,0 99,5+ 1,0 98,7+ 0,7 -05 -1.3
Amostra 02 50,0 50,9 + 1,6 52,1+ 1,0 +1,8 42
Amostra 03 10,0 9,7+0,5 10,1+ 0,6 -30 1,0
Amostra 04 1,0 1,0+ 0,0 1,1+ 0,1 00 10,0

A - Fluorimetro comercial; B - Fluorimetro proposto; E = 100 x (valor esperado — valor

determinado)/valor esperado.
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Na Figura 5.8, tem-se um grafico de fluorescéncia relativa para
fluoresceina excitada em 476 nm em solugao de HCI 1,0 x 10'5, em concentragoes
entre 0,5 e 100,0 x 10 mol L™, obtido com o fluorimetro desenvolvido. Verifica-se
uma pequena alteracdo no perfil de resposta de fluorescéncia, comparando-se ao
grafico anterior, Figura 5.6. Essa mudanga no perfil pode ser devido a interferéncia
da radiacao da fonte sobre os filtros do detector em 480 e 540 nm, e devido a menor

intensidade da radiacao fluorescente desta espécie quando excitada em 476 nm.
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Figura 5.8. Grafico de concentragdes de fluoresceina no fluorimetro proposto.
Fluoresceina (LED2 — 476 nm). Concentracdes de 0,5 a 100,0 x 10® mol L™ em
solugdo de HCI 1,0 x 10° mol L™,

Na Figura 5.9, tem-se uma curva analitica para fluorescéncia relativa
de fluoresceina em concentragdes entre 0,5 a 100,0 x 10° mol L' em solugdo de
HCI 1,0 x 10° mol L', com excitagdo em 476 nm, obtida com o fluorimetro
desenvolvido. Nessa figura, pode ser visto que o sinal de fluorescéncia relativa em
680 nm, apresentou maior inclinagdo da curva analitica, do que em 540 nm e, os

filtros 480 e 690 nm apresentaram inclinagao da reta proximos.
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Figura 5.9. Curva de calibracdo de usando-se o fluorimetro proposto. Fluoresceina
(LED2 — 476 nm) em HCI 1,0 x 10®° mol L™. Filtros do detector TCS 230: a) 480, b)
540, c) 680 e d) 690 nm.

Na Tabela 5.3, tem-se alguns parédmetros obtidos do sinal de
fluorescéncia relativa de fluoresceina excitada em 476 nm, para concentragdes entre
0,5 e 100,0 x 10® mol L' em solugdo de HCI 1,0 x 10®° mol L usando-se o
fluorimetro proposto e o fluorimetro comercial. Os parametros calculados pelo
método dos minimos quadrados apresentados na tabela s&o: coeficiente de
correlagdo da reta, F calculado, limite de deteccdo, limite de quantificacido e
sensibilidade. Verifica-se na tabela que, a faixa dinamica da reta estudada
apresentou um bom ajuste tanto para instrumento comercial como para o
instrumento desenvolvido comparando-se os valores de R e F em 540 nm. Porém, o

instrumento comercial teve melhor desempenho frente ao fluorimetro desenvolvido.
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Tabela 5.3. Comparacgéao dos resultados de R, F, LD, LQ e S para determinagao de
fluoresceina (exc. 476 nm) entre o fluorimetro comercial e o proposto.

Instrumento R F (mlc;IDL'l) (mlc;IQL'l) (L msol'l)
Comercial* 0,999 1,56x10*  45x10®  15x107  6,7x10’

Proposto* 0,997 38x10° 15x107 49x107  2,0x10’
Proposto** 0,946 72x10"  6,0x10% 20x107  50x10’

R - Coeficiente de correlagao (R); F - Teste F (graus de liberdade = 33, F tab. = 4,17); LD - Limite de
detecgdo; LQ - Limite de quantificagdo; S - Sensibilidade; * - Fluorescéncia em 540 nm; ** -
Fluorescéncia em 680 nm.

Na Tabela 5.4, sdo apresentados dados de concentragcao de amostras
sintéticas de fluoresceina nas concentracdes de 1,0, 10,0, 50,0, e 100,0 x 10 mol L~
' em solucdo de HCI 1,0 x 10° mol L™ obtidos com o fluorimetro comercial e o
fluorimetro desenvolvido, ambos nas mesmas condigdes. Nessa tabela, estdo os
valores esperados para as amostras e os valores obtidos por cada instrumento.
Calculou o teste t pareado, com nivel de 95% de confianga, constatou-se que nao ha

diferenca significativa entre os instrumentos.

Tabela 5.4. Valores médios de concentragao de fluoresceina (exc. 476 nm, em. 540
nm) dentro do intervalo da faixa linear de concentragbes obtidas para amostras
sintéticas. Em solucdo de HCI 1,0 x 10° mol L™ (n = 3)

Amostras 2o Esperado yaior Determinado (10°mol L) E (%)
(10° mol L) Comercial Proposto A B
Amostra 01 100,0 98,6 + 0,5 97,5+ 0,6 -4 25
Amostra 02 50,0 52,3+1,3 51,1+0,7 4,6 2,2
Amostra 03 10,0 9,5+ 0,0 9,4+0,2 -50 40
Amostra 04 1,0 1,1+0,0 0,9+0,1 +10,0 -10,0

A - Fluorimetro comercial; B - Fluorimetro proposto; E = 100 x (valor esperado — valor
determinado)/valor esperado.
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5.3.2. Estudo da utilizacdo do fluorimetro proposto para determinacéo de
Rodamina 6G

Na Figura 5.10, tem-se a resposta de fluorescéncia relativa para
rodamina 6G em solugdo de HCI 1,0 x 10 mol L™" com excitagdo em 405 nm obtida
com o fluorimetro desenvolvido. Constata-se que em todos os comprimentos de
onda ocorreu uma elevagao do sinal de fluorescéncia diretamente proporcional ao
aumento da concentragdo de rodamina 6G, exceto em 690 nm, que ocorreu uma
diminuicao do sinal de fluorescéncia. Esta diminuicdo no sinal de fluorescéncia pode
ter ocorrido porque esta espécie absorve radiagdo em comprimentos de ondas

maiores e, o sinal refletido do LED 01 (em 830 nm) € absorvido por esta espécie.
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Figura 5.10. Variagcdo de fluorescéncia relativa em funcdo do tipo de filtro do
detector para concentracbes de Rodamina 6G ( exc. LED 01 - 405 nm) no
fluorimetro proposto. Concentracdes entre 0,2 e 10,0 x 10° mol L™ em solucdo de
HCI 1,0 x 10° mol L™

Na Figura 5.11, tem-se a curva analitica obtida com o fluorimetro
proposto para a fluorescéncia de rodamina 6G em solugéo de HCI 1,0 x 10 mol L™
com excitagdo em 405 nm. Estudou-se uma faixa de concentragéo entre 0,2 e 10,0 x
10® mol L. Nesta figura, verifica-se uma maior inclinagdo da curva analitica para os
sinais de fluorescéncia relativa observados em 680 nm, seguido por 540 nm. Em 690
nm, obteve-se uma relacao linear negativa da curva analitica com o aumento da

concentracdo de rodamina 6G.
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Figura 5.11. Curvas de calibracdo usando-se o fluorimetro proposto para rodamina
6G (exc. LED 01 - 405 nm) em HCI 1,0 x 10®° mol L™. Filtros do detector TCS 230: a)
480, b) 540, c) 680 e d) 690 nm.

Na Tabela 5.5, tem-se alguns dados calculados a partir da curva
analitica obtida para rodamina 6G em concentragdes entre 0,2 a 10,0 x 10 ® mol L™
em solugdo de HCI 1,0 x 10° mol L”, com excitacdo em 405 nm. Os dados
apresentados nesta tabela sdo referentes aos sinais de fluorescéncia obtidos com o
fluorimetro comercial e o fluorimetro proposto. O fluorimetro proposto apresenta
dados de um modelo bem ajustado, no entanto, o desempenho do fluorimetro
comercial foi melhor se comparados os valores obtidos em 540 nm. Verifica-se
também que, em 680 nm o F calculado do fluorimetro proposto foi menor que em
540 nm, apesar de apresentar maior coeficiente de inclinagdo da reta maior e

sensibilidade.

Tabela 5.5. Comparacgao dos resultados de R, F, LD, LQ e S para determinagcao de
rodamina 6G (exc. 405 nm) entre o fluorimetro comercial e o proposto.

Instrumento R F (mlc;IDL'l) (mlc;IQL'l) (L msol'l)
Comercial* 0,990 27x10°  21x10% 71x10% 14x10°
Proposto* 0,985 25x10°  37x10% 12x107  8,1x10°
Proposto** 0,957 6,9x 10> 34x10% 11x107  88x10’

R - Coeficiente de correlacao (R); F - Teste F (graus de liberdade = 33, F tab. = 4,17); LD - Limite de
detecgdo; LQ - Limite de quantificacdo; S - Sensilbilidade; * - Fluorescéncia em 540 nm; ** -
Fluorescéncia em 680 nm.
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Na Tabela 5.6 sdo apresentados dados de amostras sintéticas em
diferentes concentragdes de rodamina 6G, obtidos usando o fluorimetro comercial e
o fluorimetro desenvolvido. As amostras foram estudadas nas seguintes
concentragdes 0,2, 0,8, 5,0 e 10,0 x 10° mol L™ em solucéo de HCI 1,0 x 10™° mol L™
com excitagdo em 405 nm. Nesta tabela, estdo as concentragdes do fluordforo
esperadas e determinadas pelos instrumentos. A partir dos dados obtidos pelos
instrumentos realizou-se o teste t pareado, com um nivel de 95% de confianga,
constata-se que ndo ha diferenga significativa eles. Verificou-se também que o

fluorimetro proposto apresentou boa precisao e exatidao.

Tabela 5.6. Valores médios de concentracao de fluoresceina (exc. 405 nm, em. 540
nm) dentro do intervalo da faixa linear de concentragbes obtidas para amostras
sintéticas. Em solugdo de HCI 1,0 x 10° mol L™, (n = 3)

Amostras 2o Esperado yaior Determinado (10°mol L) E (%)
(107 mol L) Comercial Proposto A B
Amostra 01 10,0 9,73+0,15 9,49 + 0,11 -2,7 5,1
Amostra 02 50 5,50 £ 0,07 5,38 £ 0,40 10,0 7,6
Amostra 03 0,8 0,81 +£ 0,05 0,81 £ 0,07 1,25 1,25
Amostra 04 0,2 0,22 + 0,06 0,19 £ 0,09 10,0 -5,0

A - Fluorimetro comercial; B - Fluorimetro proposto; E = 100 x (valor esperado — valor
determinado)/valor esperado.

Na Figura 5.12 é apresentado a variacdo de fluorescéncia para
concentracdes de rodamina 6G em solucdo de HCI 1,0 x 10° mol L ™", para uma faixa
de concentracdes ente 0,2 e 10,0 x 10° mo L™ com excitagdo em 476 nm. Nesta
figura um alto valor de fluorescéncia ocorre em 680 nm. Este alto valor fluorescéncia
deve-se alarga faixa fotossensivel neste comprimento de onda. Verifica-se que a

fluorescéncia em 480 e 540 nm apresentaram respostas aproximadas.



66

]
o
T

)

Fluorescéncia Relativa (%)

40 |
. .
.
| EE:/Z:Q
ok .!/—‘/! LN

450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda/nm

Figura 5.12. Concentragbes de Rodamina 6G no fluorimetro proposto. Rodamina
6G (exc. LED2 — 476 nm). Concentragées entre 0,2 e 10,0 x 10° mol L' em solugéo
de HCI 1,0 x 10° mol L™

Na Figura 5.13, tem-se um grafico da curva analitica calculada para
concentracdes de rodamina 6G entre 0,2 e 10,0 x 10° mol L' em solugdo de HCI 1,0
x 10 mol L™, com excitagdo em 476 nm. Constata-se que o sinal de fluorescéncia
relativa em 680 nm apresentou quase o dobro de intensidade em relagdo a 540 nm e
em 690 nm o sinal de fluorescéncia relativa para as concentragdes apresentou uma
relagao linear positiva, diferente da resposta obtida quando esta espécie foi excitada

em 405 nm.
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Figura 5.13. Curva de calibragao para rodamina 6G (exc. LED2 - 476 nm) em HCI
1,0 x 10®° mol L™ usando-se o fluorimetro proposto. Filtros do detector TCS 230: a)
480, b) 540, c) 680 e d) 690 nm.

Na Tabela 5.7 tem-se os parametros analiticos obtidos usando-se um
fluorimetro comercial e o fluorimetro proposto nas mesmas condi¢gdes para rodamina
6G para concentracdes entre 0,2 e 10,0 x 10° mol L™ em solugdo de HCI 1,0 x 10°
mol L™, com excitagdo em 476 nm. Nessa tabela, tem-se o coeficiente de correlacéo
da reta, F calculado, limite de deteccédo, limite de quantificagcdo e sensibilidade.
Verifica-se a partir dos dados apresentados na tabela, que em todos os parametros,
exceto para o coeficiente de correlagdo, o instrumento comercial teve melhor
desempenho frente ao fluorimetro desenvolvido. Constata-se a partir do teste F
calculado, que o modelo foi bem ajustado para ambos, porém, um melhor ajuste foi
obtido para o fluorimetro comercial que apresentou quase o dobro do valor de F
calculado.
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Tabela 5.7. Comparacgéao dos resultados de R, F, LD, LQ e S para determinagao de
rodamina 6G (exc. 476 nm) entre o fluorimetro comercial e o proposto.

Instrumento R F (mlalDL'l) (mI(SIQL'l) (L msol'l)
Comercial* 0,992 56x10° 22x10% 75x10% 14x10°
Proposto* 0,989 28x10°  36x10% 12x107 83x10°
Proposto** 0,997 27x10°  52x10% 17x107  58x107

R - Coeficiente de correlacdo (R); F - Teste F (graus de liberdade = 33, F tab. = 4,17); LD - Limite de
detecgdo; LQ - Limite de quantificagdo; S - Sensibilidade; * - Fluorescéncia em 540 nm; ** -
Fluorescéncia em 680 nm.

Na Tabela 5.8 sao apresentados valores obtidos a partir de amostras
sintéticas de rodamina 6G nas concentragdes de 0,2, 0,8, 5,0 e 10,0 x 10° mol L™
em solugdo de HCI 1,0 x 10° mol L™, com excitacdo em 476 nm. Esse estudo foi
realizado usando o fluorimetro proposto e um fluorimetro comercial. Nesta tabela
sao apresentados valores reais das concentragdes das amostras sintéticas e valores
preditos a partir dos dados registrados nos instrumentos. Aplicou-se um teste t
pareado entre os dados obtidos por cada instrumento com um nivel de confianca de
95% e constatou-se que ndo ha diferenca significativa entre os instrumentos, obteve-

se também, bons resultados de precisédo e exatidao do fluorimetro proposto.

Tabela 5.8. Valores médios de concentracdo de rodamina dentro do intervalo da
faixa linear de concentragdes (exc. 476 nm, em. 540 nm) obtidas para amostras
sintéticas. Em solucdo de HCI 1,0 x 10° mol L™ (n = 3)

Valor Esperado Valor Determinado (10°mol L™) E (%)
Amostras (10 mol LY
Comercial Proposto A B
Amostra 01 10,0 9,92 + 0,26 9,81 +0,39 0,8 1,9
Amostra 02 5,0 5,13+0,19 5,15+ 0,15 -2,6 -3,0
Amostra 03 0,8 0,80+ 0,14 0,78 £ 0,34 0,0 2,5
Amostra 04 0,2 0,21+0,16 0,19+0,14 -5,0 5,0

A - Fluorimetro comercial; B - Fluorimetro proposto; E = 100 x (valor esperado — valor
determinado)/valor esperado.
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5.4. Determinacgéo de clorofila a

As determinagdes de clorofila a e feopigmentos foram realizadas a
partir de amostras da barragem da UFSCar e de uma cultura de alga azul
Selenastrum capricornutum cultivada em laboratério usando-se os métodos
fluorimétrico e o método comparativo fotométrico. No método fotométrico utilizou-se
um fotdmetro comercial, e no método fluorimétrico o fluorimetro desenvolvido. Na
Tabela 5.9, sdo expostos os resultados das concentracbes de clorofila a e
feopigmentos em cada uma das amostras.

Constatou-se que os métodos apresentaram resultados concordantes
para clorofila a e feopigmentos, tanto para as amostras coletadas na barragem da
UFSCar quanto para as cultivadas em laboratorio comparando-se o erro relativo
existente entre os dados obtidos pelos diferentes métodos. No entanto, obteve-se
concentracdo diferente para os feopigmentos nas amostras provenientes da
barragem. Além disso, o método fluorimétrico apresentou maiores desvios, porém,
esse efeito € esperado devido forte influéncia da temperatura e fotodegradagéao que

afetam diretamente a resposta analitica.

Tabela 5.9. Concentragdes de clorofila a e feopigmentos em amostras de aguas
usando-se o método fotométrico e fluorimétrico (n = 3).

Concentracdo x 10%g L™

Amostras

Fotométrico Fluorimétrico E (%)
Clorofila a (barragem) 6,6 £0,5 6,7 +21 -1,5
Feopigmento (barragem) 1,8+0,4 48+206 -160,6
Clorofila a (meio de cultura) 1331,1+0,7 1333,6 + 2,6 -0,2
Feopigmento (meio de cultura) 402,2+1.1 398,2+4,38 +0,9

E (erro relativo)= 100 x (método fotométrico — método fluorimétrico)/ método fotométrico.

Na Figura 5.22 é apresentada a curva analitica para clorofila a em
amostras de meio de cultura de alga azul (Selenastrum capricornutum)’® obtidas
usando-se o fluorimetro proposto com excitagdo em 405 nm e emissdo em 690 nm.
As solucdes foram obtidas realizando-se diluicdes da amostra inicial de alga azul

considerando a concentracdo maxima dessa espécie de 1333,6 x 10° g L. Nesse
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estudo foi obtida uma relagdo linear entre 2,5 e 1333,6 x 10° g L' e um coeficiente

de correlagao de 0,995.

100

N B (2] 0]
o o o o
T T T T T T T

Fluorescéncia Relativa (%)
o

Y = 0,07 X + 3,39
R’= 0,995

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Clorofilaa/10°g L

Figura 5.14. Curva de calibragdo para clorofila a obtida utilizando-se o fluorimetro
proposto. Excitagdo em 405 nm e leitura em 690 nm.

A faixa de concentragdo obtida para clorofila a atende aos limites

estipulados pelo CONAMA, resolugao n°® 357/2005. Essa resolugao classifica a agua

em trés classes sendo que a concentragao de clorofila a € um dos parametros

usados para a classificagdo. Os niveis de concentracdes de 10,0, 30,0, e 60,0 x 10®

g L™ de clorofila a® ¢’

correspondem as classes 1, 2 e 3 respectivamente.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido um fluorimetro para medidas na regido
visivel do espectro que utiliza dois comprimentos de onda de excitacdo e detecgao
em quatro regides do espectro com diferentes sensibilidades. Para tanto, fez-se uso
de LEDs com maximo de emissdo em 405 e 476 nm como fonte de excitagdo das
espécies, logo, foi dispensado o uso de filtro optico ou monocromador, 0 mesmo
ocorreu ao se usar um detector com possibilidade de selegao de diferentes regides
do espectro, tendo como maximo de resposta os valores de 480, 540, 680 e 690 nm.
A utilizagdo do microcontrolador como unidade central de comando, processamento
dos dados e controle dos periféricos (LED, detector, mostrador digital, botbes e
interface) proporcionou economia de componentes na montagem do sistema e
facilidade para sua utilizagdo. Com essas caracteristicas é possivel a sua utilizagao
no estudo de diversas espécies fluorescentes. Além disso, os LEDs utilizados
podem ser substituidos facilmente por outros. O fluorimetro desenvolvido tem massa
total de 0,76 kg e dimensdes de 11 cm x 20 cm x 10 cm o que o torna portatil.

O desempenho do instrumento foi verificado frente a um fluorimetro
comercial com solugdes de fluoresceina e rodamina 6G e nao verificou-se diferenca
significativa entre eles a um nivel de confianga de 95%. Além disso, os intervalos de
concentragdo de trabalho foram similares, bem como, os demais parametros
analiticos de desempenho.

O fluorimetro desenvolvido foi aplicado a determinacido de clorofila a
em amostras da barragem da UFSCar e de uma cultura de alga azul Selenastrum
capricornotum e os resultados foram comparados os obtidos utilizando um método
fotométrico comparativo. Obteve-se para as amostras da barragem concentragdes
de clorofila a de 6,6 e 6,7 x 10° g L' com os métodos fotométrico e fluorimétrico,
respectivamente. Para as amostras de alga azul foram obtidas concentragdes de
1331,1 e 1333,6 x 10° g L' com os métodos, fotométrico e fluorimétrico,
respectivamente. Portanto, o fluorimetro desenvolvido apresentou resultados
satisfatérios para determinagao das espécies estudadas.

Com base no desempenho analitico,b € no custo para o
desenvolvimento (aproximadamente R$ 300,00) o instrumento proposto pode ser
uma alternativa economicamente viavel para laboratorios de analise e para

laboratérios de pratica de ensino.
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APENDICE

A - Fotografia do fluorimetro desenvolvido.
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Figura Fotografia do fluorimetro protétipo desenvolvido usando LEDs como fonte de
excitacao, um fotodiodo multicanal como detector, um microcontrolador PIC18F4550
e um mostrador digital.



B Programaem C

/l programa em linguagem C para Fluorimetro

Il

//FO=BTO /F1=BT1/F2=BT2

// opcao_red = 690 nm / opcao_blue = 480 nm

// opcao_clear = 680 nm / opcao_grean = 540 nm

I/l opcao — sub-rotina de incremento (BTO) ou decremento (BT2) de um bit

/l em uma varivavel X.

unsigned int x=0;
long i, h, t=30;
long int temperatura;
void opcao_red()
{
porte.f0=0x00;
porta = 0x08;
}

void opcao_blue()
{
porte.f0=0x01;
porta = 0x08;
}

void opcao_clear()

{
porte.f0=0x00;

porta = 0x28;
}

void opcao_green()

{
porte.f0 = 0x01;



porta = 0x28;
}

void opcao_sensor()

{
i=0, h=0;

while (i<200)
{
bdd:
if(porta.F4)
{

i++;

while(1)
{

h++;

if(lporta.F4) goto bdd;
}

}
}
void opcao_sensor1()
{
i=0, h=0;
while (i<600000)
{
if(porta.F4 )
h++;
while(1){
if(lporta.F4)goto bdd;}
i++;
1}
bdd:

i++;
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void opcao()
{
if (portc.F2) x++, delay_ms(20);
if (portc.F0) x--, delay_ms(20);
if (x>64) x=64;
if (x<1) x=1;
}
void grau ()
{
temperatura = Adc_Read(0);
if (temperatura>t) portc.F6=1; else portc.F6=0;
}

void main()

{

int z=1, a=0, b=0, c=0;

char *texto1[14];

TRISB = 0;
LCD_INIT(&PORTB);
Lcd_Cmd(Lcd_CLEAR);
Lcd_Cmd(Led_Cursor_Off);

TRISC = 0x07;
TRISD = 0X00;
TRISA = 0X11;
TRISE = 0X00;
porte.f0=0x01;
porta = 0x08;
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lcd_out(1,1,"FL-MMLED");
Delay_ms(500);
Lcd_Cmd(Lcd_CLEAR);

while (1)

{

pulo02:

opcao();
Z=x;

portd=0X0c;
WordToStr(z, texto1);
lcd_Cmd(lcd_CLEAR);
lcd_out(2,14,texto1);
grau();
WordToStr(temperatura, texto1);
lcd_out(1,15,texto1);
delay_ms(30);

if (portc.F1)
{
while(1) {
lcd_Cmd(lcd_CLEAR);
portd=0X00;
grau();
WordToStr(temperatura, texto1);
lcd_out(1,15,texto1);

switch (z)
{
case 1:
lcd_out(2,16,"DARK");
portd=0x00;
opcao_red();

opcao_sensor();
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WordToStr(h, texto1);
lcd_out(1,1,texto1);
opcao_blue();
opcao_sensor();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(1,8,texto1);
opcao_green();
opcao_sensor();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(2,1,texto1);
opcao_clear();
opcao_sensor();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(2,8,texto1);
delay_ms(300);

break;

case 2:

lcd_out(2,16,"LED1");
portd=0x04;

grau();

opcao_red();
opcao_sensor();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(1,1,texto1);
grau();

opcao_blue();
opcao_sensor();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(1,8,texto1);
grau();
opcao_green();
opcao_sensor();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(2,1,texto1);
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grau();
opcao_clear();
opcao_sensor();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(2,8,texto1);
delay_ms(300);
break;
case 3:
lcd_out(2,16,"LED2");
portd=0x08;
grau();
opcao_red();
opcao_sensor1();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(1,1,texto1);
grau();
opcao_blue();
opcao_sensor1();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(1,8,texto1);
grau();
opcao_green();
opcao_sensor1();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(2,1,texto1);
grau();
opcao_clear();
opcao_sensori();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(2,8,texto1);
delay_ms(300);
break;
case 4:
x=55;
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while(1)

{

WordToStr(t, texto1);
lcd_out(2,1,texto1);
opcao();

t=x;
delay_ms(100);

if (portc.F1)

{

x=1;

goto pulo02;

}

}

break;

case 5:

opcao_clear();
opcao_sensor1();
WordToStr(h, texto1);
lcd_out(2,8,texto1);

break;

}

grau();

if (portc.FO) goto pulo02; // vai para o inicio

if (portc.F2) goto pulo02;

}
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ANEXO

A figura abaixo foi obtida por LAMOGLIA*| nela tem-se um espectro
de sensibilidade em cada filtro do detector TCS 230 usando-se um motor de passos,

um monocromador € uma lampada de tungsténio.
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Figura Espectro de transmitancia do detector TCS 230 para cada filtro do detector.



