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RESUMO 

 

DESENVOLVIMENTO E APLICAÇÃO DE UM 

FOTÔMETRO/FLUORÍMETRO MICROCONTROLADO À BASE DE LED RGB 

PARA A DETERMINAÇÃO DE ESPÉCIES DE INTERESSE ANALÍTICO. Um 

fotômetro/fluorímetro microcontrolado (P2FM) multifuncional, portátil, comunicado via 

USB 2.0, robusto, de fácil operação e com baixo consumo de energia foi 

desenvolvido neste trabalho. O P2FM foi construído utilizando-se um 

microcontrolador (PIC-18F2455) como unidade central de processamento (CPU), 

dois LEDs tricolores (470, 528, 621 nm) como fonte de radiação, um sensor 

multicanal (TCS3200), e o programa de gerenciamento escrito em Visual Studio. Um 

dos LED foi utilizado como fonte de radiação para o modo fotométrico e o outro para 

o modo fluorimétrico. O TCS-3200 é um sensor multicanal com quatro faixas 

fotossensíveis: 480, 540, 750 e 830 nm, sendo que a seleção da faixa é realizada via 

programa de controle. O programa de gerenciamento atua no envio de funções para 

o microcontrolador, registro de dados e armazenamento do sinal (*.txt) através da 

porta USB 2.0 (5,0 VCC, 300 mA). O P2FM é compacto, com dimensões de 3,5 cm 

× 7,0 cm × 8,5 cm e massa de 159,4 g, configurando-se um instrumento portátil. No 

programa é selecionado o modo de funcionamento: fotométrico ou fluorimétrico. Nos 

testes de desempenho analítico no modo fotométrico foram empregadas soluções 

dos corantes amaranto (AM), azul brilhante (AB) e tartrazina (TT). Os limites de 

detecção obtidos foram 1,6 × 10, 5,4 × 107 e 1,9 × 106 mol L1 para AM, AB e TT, 

respectivamente. Os limites de quantificação obtidos foram 4,8 × 107, 1,6 × 10 e 

5,9 × 106 mol L1 para AM, AB e TT, respectivamente. Os coeficientes de correlação 

foram: AM = 0,997, AB = 0,975 e TT = 0,994. O desempenho analítico no modo 

fluorimétrico foram realizados empregando-se soluções de fluoresceína (FL) e 

Rodamina 6G (R6G), sendo obtidos um limite de detecção de 8,3 × 108 e 4,79 × 

108 mol L1, respectivamente para FL e R6G. Os coeficientes de correlação foram 

0,997 para FL e 0,999 para R6G. Ademais, o instrumento proposto foi aplicado com 

sucesso na determinação de sulfito em bebidas, dureza total em água e 

determinação da constante de estabilidade e estequiometria de um complexo 

cromogênico, objetivando mostrar algumas aplicações do fotômetro/fluorímetro. A 

constante de formação obtida (5,04 × 1018) está em consonância com aquela 

apresentada na literatura, 6,2 × 1018. Na determinação de sulfito em oito amostras 
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de bebidas, o teste t-pareado mostrou que método de referência e o método 

fotométrico usando P2FM foi de 0,66 menor do que o valor crítico (2,36, α = 0,05). A 

dureza da água foi determinada empregando-se o método fluorimétrico, sendo que o 

P2FM apresentou melhor sensibilidade 8,94 × 106 que a determinada empregando-

se o espectrofluorímetro (RF5301/PC). O teste t-pareado (α = 0,05) mostrou que 

não há diferença significativa, t critico (0,36) menor que o t crítico (2,01). 
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ABSTRACT 

 

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF A 

PHOTOMETER/FLUOROMETER MICRO-CONTROLLED WITH LED RGB FOR 

DETERMINATION OF ANALYTES OF ANALYTIC INTEREST. In this work, a 

photometer/fluorometer micro-controlled (P2FM) multifunctional, portable, 

communicated by USB 2.0, robust, easy handling and with low consumption of 

energy was developed. The P2FM was built using a micro-controlled (PIC-18F2455) 

as central unit of process (CPU), two tricolors LEDs (470, 528, 621 nm) as source of 

radiation, a multichannel sensor (TCS3200) and the management program wrote in 

Visual Studio. One of the two LED was used as radiation source for photometric 

mode. The TCS-3200 is a multichannel sensor with four photosensitive tracks: 480, 

540, 750 e 830 nm, being that selection of track is performed by program controlled. 

The management program operates sending functions for microcontroller, record of 

dates and storage of signal (*.txt) through of USB port 2.0 (5.0 VCC, 300 mA). The 

P2FM is compact, with 3.5 cm × 7.0 cm × 8.5 cm size and 159.4 g of weight, 

considered as a portable device. In the program is selected of function mode: 

photometer or fluorimeter. In the analytic performance test by photometric mode, 

were used three solutions amaranth (AM), blue light (AB) and tartrazine (TT). The 

detection limits obtained were 1.6 × 10−7, 5.4 × 10−7 e 1.9 × 10−6 mol L−1 for AM, AB 

and TT, respectively. The quantification limits obtained were 4.8 × 10−7, 1.6 × 10−6 e 

5.9 × 10−6 mol L−1 for AM, AB and TT, respectively. The correlation coefficients were 

AM = 0.997, AB = 0.975 and TT = 0.994. The analytic performance for fluorometric 

mode was carried using in both fluorescein (FL) and Rodamine 6G (R6G) solutions, 

were obtained a detection limit of 8.3 × 10−8 and 4.79 × 10−8 mol L−1, respectively for 

FL and R6G. The correlations coefficients were 0.997 for FL and 0.999 for R6G. 

Also, the proposed device was successfully used to sulphite determination in drinks, 

total hardness in water, determination of stability constant and study of stoichiometry 

of a chromogenic complex, aiming to show any applications of 

photometer/fluorimeter. The constant of formation obtained was 5.04 × 1018 is 

concordant with that presented in previous reports 6.2 × 1018. In sulphite 

determinations on eight samples of drinks, the paired studen’s t-test showed that 

reference method and photometric method using  P2FM was 0.66 times smaller than 

critic value (2.36, α = 0.05). The total hardness in water was determined by 
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fluorometric method, being that the P2FM showed best sensibility 8.94 × 106 that a 

determination using the RF5301/PC spectrofluorometer. The paired studen’s t-test (α 

= 0.05) no showed significant differences, calculated t (0.36) small than tabulated t 

(2.01).     
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1 Introdução 
"O Deus dos céus é quem nos fará prosperar"  

Neemias 
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A interação da radiação eletromagnética (REM) com um material pode 

resultar em fenômenos como: absorção, emissão ou espalhamento da radiação. A 

forma como a REM interage com o material é de grande interesse para o estudo 

físico-químico de materiais, fenômenos estudados pela espectroscopia. 

O sol é um bom exemplo como fonte de REM. Essa fonte por sua vez 

emite radiação na faixa do ultravioleta (UV) e visível (VIS) do espectro. Quando esta 

REM interage com o meio em que vivemos, somos capazes de diferenciar e/ou 

identificar os materiais pela cor e intensidade por inspeção visual e com melhor 

acurácia empregando um instrumento adequado. 

Geralmente, a cor dos objetos é consequência da absorção seletiva do 

objeto por uma determinada faixa de comprimento de onda. Além da absorção da 

radiação, outros fenômenos envolvendo a REM também são capazes de dar a 

sensação de cor como a interferência, a dispersão, a reflexão e a fluorescência. A 

fluorescência é um caso especial onde após a absorção da REM, parte dessa 

energia é liberada em outro comprimento de onda, processo conhecido com 

emissão. 

Dependo da região do espectro da REM, têm-se vários tipos de 

radiação como os raios , os raios , ultravioleta (UV), visível (VIS), infravermelho 

(IR), micro-ondas e radiofrequência (RF). Na TABELA 1.1 são apresentadas 

algumas técnicas espectroscópicas de análise. 

Para um espectro de absorção molecular UV/Vis, o comprimento de 

onda absorvido tem correlação direta com a transição eletrônica, e 

consequentemente, com o tipo de ligação química na molécula, por exemplo, 

ligações   conjugadas, presentes em estruturas ressonantes, ou ligações σ. 

Contudo, outros tipos de energias estão envolvidos, como as energias de rotação e 

vibração, gerando comprimentos de onda próximos à energia da transição 

eletrônica. Por isso, dependendo do estado físico e do solvente são observadas 

bandas de absorção. Assim, a banda de absorção é formada pela combinação de 

muitas diferentes linhas resultantes da energia vibracional, rotacional e da transição 

eletrônica podendo formar uma banda espectral contínua1,2. 

 

 

 

 



3 

 

TABELA 1.1 - Exemplo de técnicas espectroscópicas. Interação da REM com a 
amostra 

Tipo de 
transferência de 
energia 

Região da REM Técnica espectroscópica 

Absorção Raio  Espectroscopia de Mössbauer 

 Raios X Absorção de raios X 

 UV/Vis Espectroscopia UV/Vis  

 IR Espectroscopia infravermelho 
Espectroscopia Raman 

 Micro-ondas Espectroscopia micro-ondas 

 Radiofrequência  Espectroscopia de ressonância de 
spin eletrônico 
Espectroscopia de ressonância 
magnética nuclear 

Emissão (excitação 
térmica) 

UV/Vis Espectroscopia de emissão  

Fotoluminescência Raios X Fluorescência de raios X 

 UV/Vis Espectroscopia de fluorescência  

  Espectroscopia de fosforescência 

  Espectroscopia de fluorescência 
atômica 

Quimiluminescência UV/Vis Espectroscopia de 
quimiluminescência 

 

 

Quando a radiação eletromagnética UV/Vis incide sobre um cromóforo 

no comprimento de onda em que ocorre a absorção, a molécula passa do estado 

fundamental para o estado excitado. Nesse processo, ocorre promoção de um 

elétron ou mais elétrons do estado fundamental para níveis de energia mais 

elevados e, em seguida, retorna para o estado fundamental por um processo de 

relaxação não-radiativa. 

Entretanto, quando um átomo ou molécula no estado excitado retorna 

ao estado fundamental e o excesso de energia é liberado na forma de fótons, ocorre 

de forma geral a luminescência. Nesse caso, chama-se de fotoluminescência, pois a 

excitação se deu pela absorção de radiação eletromagnética UV/Vis. Existem outras 

classes de luminescência, como por exemplo: termoluminescência, 

sonoluminescência, triboluminescência, radioluminescência, eletroluminescência e 

quimiluminescência2-4. 

Outra forma de classificação pode ser usada. Nesse caso, considera-

se o tipo de transição eletrônica presente na molécula, classificadas como 
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fluorescentes ou fosforescentes. Essa molécula capaz de emitir radiação na forma 

de fóton é denominada de fluoróforo. 

De forma simplificada, um fluoróforo pode ser classificado como 

fluorescente ou fosforescente levando-se em consideração o tempo necessário para 

liberar a energia, na forma de fóton, ao retornar ao estado fundamental. Para 

fluorescência, esse tempo é da ordem de 1015 s, enquanto que para a 

fosforescência esse tempo está na ordem de microssegundos a segundos5,6. 

Essa grande diferença entre a fluorescência e a fosforescência no 

tempo para se completar o ciclo, isto é, da excitação até a emissão do fóton, deve-

se a mudança da orientação do spin no elétron no processo de excitação. Na 

fluorescência, a transição eletrônica dá-se do estado singleto S0 para um outro 

estado singleto de maior energia, S1, com o spin do elétron na mesma orientação. 

No entanto, para fosforescência, a orientação do spin é invertida, denominado 

tripleto, T1, estado de maior energia. Assim, para retornar ao estado fundamental, 

uma espécie fosforescente requer maior tempo, pois a mesma deve assumir a 

orientação que possuía quando estava no estado fundamental. 

Parte da energia absorvida é liberada por um processo denominado de 

relaxação não-radiativa que são classificadas em: relaxação vibracional e conversão 

interna. Na relaxação vibracional a perda de energia se dá pelas colisões entre as 

moléculas excitadas e as moléculas do solvente, enquanto que a conversão interna 

se dá pela passagem de níveis mais altos para os respectivos subníveis de energia 

menores mais próximos. Estes dois processos, resultam em um aumento da 

temperatura do meio. Além disso, a relaxação vibracional faz com que espectro de 

fluorescência seja maior que o espectro de absorção segundo a regra de Stokes, 

onde a energia liberada é menor que a energia usada para excitação da espécie2.  

 

 

1.1  TÉCNICA ESPECTROFOTOMÉTRICA 

A espectrofotometria utiliza-se da interação da radiação 

eletromagnética com a espécie de interesse na faixa do ultravioleta e visível (UV/Vis) 

que corresponde à faixa da REM de comprimentos de onda entre 190 nm e 780 nm2-

4. 
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A quantização da energia envolvida no processo de absorção, isto é, 

que leva a molécula do seu estado fundamental para o estado excitado, pode ser de 

acordo com a EQUAÇÃO 1.11,7. 

 

 Eab = Eel + Evib + Erot (1.1) 

 

Onde, Eab é a energia absorvida, Eel é a energia devido à transição 

eletrônica, Evib é a energia vibracional e Erot é a energia rotacional.  

No espectro de absorção, a principal contribuição energética é devido à 

energia eletrônica, mas energias associadas a transições vibracional e rotacional 

também ocorrem, no entanto, em menor proporção. 

A radiação eletromagnética possui uma frequência (ν, Hz), dada por um 

período T (s), que é o tempo entre dois pontos idênticos da função senoidal que 

descreve a propagação da REM. Por sua vez, a distância em unidades de 

comprimento entre estes dois pontos idênticos é denominada de comprimento de 

onda (λ). Através do comprimento de onda, da frequência (ν) da REM e utilizando a 

constante de Planck (h = 6,62 ×1034 J s) e a velocidade (c) de propagação do fóton 

no vácuo (~3 × 108 m s1), pode-se calcular a energia referente ao fóton absorvido 

ou emitido. Assim, a energia (E) de um fóton é igual ao produto da constante de 

Planck e da frequência, EQUAÇÃO 1.2. 

  

 E = h ν = h c / λ (1.2) 

 

Os elétrons em uma molécula podem ser compartilhados de diferentes 

formas, originando a seguinte classificação: 

 Elétrons em uma ligação covalente σ, fortemente ligados, 

necessitam, portanto, de altas energias para excitação; 

 Elétrons localizados em orbitais não ligantes na forma de pares 

livres ou isolado como, por exemplo, nos átomos de Cl, O, e N 

que podem ser excitados por radiação de energia mais baixa; 

 Elétrons em ligação dupla ou tripla (π) que podem ser excitados 

com certa facilidade, sendo então promovidos por radiação de 

energia ainda menor.  
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Um cromóforo constitui um grupo ou conjunto de átomos que interage 

com a REM, sendo assim uma espécie de sítio de absorção de REM, geralmente na 

região do UV/Vis. Este grupo tem invariavelmente ligações duplas ou triplas, pares 

de elétrons isolados e/ou podem estar associados a grupos funcionais, tais como: o 

grupo nitro, carbonila, entre outros. O cromóforo quando conjugado com ligações 

insaturadas múltiplas, requererá a absorção de REM com menor energia, sendo 

assim, ocorrerá em comprimentos de onda maior2. 

 

1.1.1 Lei de Lambert-Beer 

Os pesquisadores Johann Heinrich Lambert e August Beer propuseram 

uma forma de quantificação de espécies químicas em solução, que ficou conhecida 

como Lei de Lambert-Beer1,2,8.  

A definição proposta por essa lei estabelece que a REM 

monocromática absorvida pela espécie química, denominada de absorbância,  ( ), 

é produto do coeficiente de absortividade molar (ε, mol1 cm1), comprimento do 

caminho óptico (  , cm) e a concentração do cromóforo (C, mol L1)1,9. 

Em uma solução, uma determinada parcela da REM, com um dado 

comprimento de onda (luz monocromática) é absorvida, cuja unidade é conhecida 

como absorbância. A absorbância descrita pela lei de Lambert-Beer é representada 

matematicamente pela EQUAÇÃO 1.3. 

 

 ( ) = ε    (1.3) 

 

Experimentalmente, a absorbância2 é encontrada pelo logaritmo da 

radiação transmitida,   ,  pela radiação incidente ,  
 , conforme a EQUAÇÃO 1.4. 

 

  ( )      
  

  
  (1.4) 

 

Considerando que, o caminho óptico e a absortividade molar são 

constantes, resta apenas a concentração como variável. Assim, a absorbância torna-

se diretamente proporcional a concentração da espécie em solução (analito de 

interesse).  
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Rearranjando as EQUAÇÕES 1.3 e 1.4, pode-se obter o coeficiente de 

absortividade molar a partir de dados experimentais, dada pela EQUAÇÃO 1.5. 

 

  ( )      
  

  
              (1.5) 

 

Para a determinação da concentração de uma determinada espécie, o 

método da curva analítica pode ser empregado. Neste método, tomam-se os dados 

de absorbância de soluções padrões que contenham concentrações conhecidas do 

analito de forma a se construir a respectiva curva analítica. Graficamente, a faixa 

dinâmica da curva analítica pode ser representada pela EQUAÇÃO 1.6, que 

relaciona o sinal analítico de absorbância com a concentração do analito. 

 
 

 ( )      (1.6) 
 
 

 
 

 Onde  , é o coeficiente angular da reta e representa a sensibilidade 

analítica do método. Sendo assim, quanto maior o coeficiente angular, maior será a 

sensibilidade do método. 

Obtendo-se a curva analítica para um dado cromóforo, pode-se fazer a 

leitura do sinal de absorbância do analito em uma amostra de concentração 

desconhecida e determinar qual é a concentração da espécie de interesse em 

solução. 

Os cromóforos possuem diferentes intensidades de absorção, devido a 

diferentes absortividades molares, que dependem das características de cada 

molécula. Para obter o espectro de absorção de um dado cromóforo, são utilizados 

instrumentos capazes de verificar a absorbância na faixa de comprimentos de onda 

da faixa UV/Vis do espectro. 

A obtenção do espectro de absorção de um cromóforo se dá 

basicamente variando-se o comprimento de onda da REM incidente sobre a amostra 

com um conjunto óptico contendo um prisma ou uma rede de difração. 

Durante os ensaios, identifica-se o comprimento de onda que 

apresenta a maior absorbância, pois, quanto maior a absorbância mais elevada 
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poderá ser a sensibilidade analítica e maior a probabilidade de atender a lei de Beer 

pois a absorbância é quase constante. 

Entretanto, quando um dado cromóforo de interesse apresenta baixa 

absortividade, pode-se utilizar como alternativa cubetas de longo caminho óptico. 

Deste modo, como apresentado anteriormente, a absorbância é proporcional ao 

caminho óptico que contêm a solução e isto deverá compensar a baixa absortividade 

molar do analito alvo. 

 

1.1.2 Relação entre a fluorescência e a concentração  

O método fluorimétrico tem como vantagens principais sua elevada 

sensibilidade e seletividade. Além disso, apresenta a possibilidade do uso de fibra 

óptica, permitindo diversas vantagens do uso da técnica5. 

 A intensidade da radiação fluorescente depende de alguns fatores. Os 

principais são o rendimento quântico (ø) e a concentração (mol L1) do fluoróforo em 

solução. O rendimento quântico representa a fração de moléculas que foram 

excitadas e que ao retornarem aos estados de menor energia emitem fótons 

fluorescentes em determinado comprimento de onda. Vale salientar que o solvente, 

o pH do meio (concentração hidrogeniônica) e a viscosidade também podem 

interferir no ø. 

Experimentalmente, a intensidade da radiação fluorescente emitida,   , 

é medida em função de um determinado comprimento de onda,   (  ), sendo 

proporcional ao rendimento quântico (ø) e a intensidade absorvida em um 

determinado comprimento de onda. A intensidade da REM absorvida corresponde a 

diferença entre as intensidades das REM incidente,   
 , e transmitidas,   . Onde, a 

fluorescência é representada pela EQUAÇÃO 1.7. 

 

       (  
    )   (1.7) 

 
 

Onde K é um fator de proporcionalidade. Esse fator depende da 

configuração óptica do instrumento que inclui o monocromador, largura das fendas 

de entrada e saída da REM, radiação espúria entre outros.  
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Rearranjando-se a equação proposta por Lambert-Beer, EQUAÇÃO 

1.5, obtém-se a intensidade da REM transmitida,   , EQUAÇÃO 1.8. 

 

      
         (1.8) 

 

 

Substituindo os termos da EQUAÇÃO 1.8 na EQUAÇÃO 1.7 obtêm-se 

a intensidade de radiação fluorescente.  

 

         
 (          )   (1.9) 

 
 

Aplicando-se a expansão do termo         , a EQUAÇÃO 1.9 é 

convertida na EQUAÇÃO 1.10. 

 

         
 [       (

      

  
)
 

 (
      

  
)
 

]  (1.10) 

 

No entanto, se o produto de        ( ) for menor que 0,05 o primeiro 

termo dentro dos colchetes,       , pode-se desprezar os termos quadráticos, 

cúbicos etc resultando em uma nova constante,   . Simplificando, tem-se2: 

 

 

         (1.11) 

 
 

 

1.2 INSTRUMENTAÇÃO 

Os métodos fotométricos e fluorimétricos têm como princípio o 

emprego da REM incidente sobre a amostra9. No entanto, eles diferem quanto ao 

tipo de interação da REM com a espécie química de interesse. No método 

fotométrico9, parte da REM é absorvida por uma espécie química, atenuando a REM 

transmitida que atinge o fotodetector, que se encontra a um ângulo de 180° em 

relação a fonte de REM, FIGURA 1 (a). No método fluorimétrico9, a espécie 
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fluorescente absorve parte da REM incidente e, emite fótons radialmente entre 0 a 

360°. Estes fótons estão associados a uma REM que possui um comprimento de 

onda maior que aquele da radiação incidente. Convencionalmente, o fotodetector é 

posicionado a um ângulo de 90° em relação à fonte de excitação, FIGURA 1 (b). 

 

 

FIGURA 1.1 - Esquema representativo do posicionamento da fonte de REM e do 
fotodetector no método: a) fotométrico e b) fluorimétrico. 

 
 

Na FIGURA 1.1, pode-se ver um esquema resumido de como é o 

princípio essencial de funcionamento de um fotômetro e de um fluorímetro. Vale 

lembrar que além da fonte de radiação, fotodetector e da cubeta, os seguintes 

dispositivos são necessários: componentes ópticos, sistema de controle e aquisição 

de dados. 

 

1.2.1 Componentes básicos de fotômetros e fluorímetros 

Para medir-se a absorbância dos cromóforos em solução podem-se 

usar os seguintes instrumentos: fotômetros e espectrofotômetros, e no caso da 

fluorescência: fluorímetros ou espectrofluorímetros. 

O princípio de funcionamento de cada um desses instrumentos são 

basicamente os mesmos, sendo estes constituídos essencialmente por:  

 

 Fonte de REM; 

 Conjunto óptico: monocromador ou filtro óptico; 

 Cubeta da amostra; 

 Fotodetector; 

 Registrador de sinal, monitor ou dispositivo de interface humana.   
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As fontes de REM emitem geralmente em uma faixa de comprimentos 

de onda, exceto o laser. Dessa forma, por não empregar uma REM monocromática, 

estas conduzem a desvios de linearidade na lei de Lambert-Beer, e também 

interferindo indiretamente na sensibilidade analítica. Por isso, é essencial o uso de 

um conjunto óptico, pois somente o comprimento de onda de máxima absorbância 

deve interagir com a espécie química de interesse, alcançando o fotodetector. Neste 

sentido, o conjunto óptico mais eficiente é baseado no uso de monocromador, sendo 

os filtros ópticos os de menor eficiência. A REM selecionada pelo monocromador ou 

uma estreita faixa de λ permitida pelo filtro óptico é, transmitida pela cubeta 

alcançando o fotodetector, que por sua vez, atua como transdutor, enviando os 

dados para o registrador de sinal. 

Geralmente no procedimento experimental, o que se registra são as 

intensidades incidentes (  
 ) e transmitidas (  ). A intensidade incidente será 

registrada quando na cubeta contiver a solução sem a presença do cromóforo de 

interesse. Este procedimento é realizado para que REM espúrias sejam eliminadas, 

como também amenizar a influência de efeitos reflexivos e espalhamento, inerentes 

do próprio instrumento. Essa solução é chamada de solução de branco. Em seguida, 

a    das amostras contendo o cromóforo com diferentes concentrações são obtidas 

e empregadas na construção de uma curva analítica. 

Nos tópicos seguintes serão descritos a funcionalidade e algumas das 

principais características de cada um destes componentes de interesse instrumental 

e químico. 

 

 

1.2.2 Fonte de radiação 

As principais propriedades que se espera de uma fonte de REM é que 

seja estável e com uma longa vida útil. Essas fontes são classificas em contínuas e 

de linhas10. 

Uma fonte contínua emite radiação em uma faixa de comprimentos de 

onda ampla, onde apresenta uma variação relativamente suave. As fontes de linhas 

emitem a maior parte de sua radiação em comprimentos de onda discretos. Abaixo 

são apresentadas algumas fontes2,3,11. 

Fontes contínuas de REM: 
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 Lâmpada de filamento de tungstênio, 320-2400 nm, iniciando 

em um comprimento de onda útil a partir de 350 nm. 

 Lâmpadas de halogênio-tungstênio, também chamada de 

lâmpada de quartzo halógenas, 240-2500 nm, que apresentam 

emissão em parte do ultravioleta e visível. 

 Lâmpada de catodo ôco. 

 

Lâmpada de deutério, 160-380 nm, emitindo REM com elevada 

intensidade na faixa do ultravioleta; 

 

 Lâmpada de arco de xenônio possui emissão que se estende 

de 190 nm até 1000 nm; 

 LED (do inglês, Light Emitting Diode) apresentam emissão 

entre 240 nm e 850 nm.  

 

Fontes de linhas: 

 

 Lâmpada de mercúrio; 

 Laser, fontes de REM que possuem emissão de radiação 

intensa em comprimento de onda característico que dependem 

do elemento químico em sua composição: 694,3 nm (Cr), 532 

nm (Nd), 514,5nm (Ar+), 351 nm (Kr+) e 193 nm (ArF). 

  

 

1.2.3 Fotodetector 

Os fotodetectores são componentes eletrônicos capazes de fazer a 

conversão da potência radiante emitida por uma fonte de REM que incide em sua 

superfície, em sinal elétrico (analógico), sendo assim, fototransdutores. Por sua vez, 

os sinais elétricos são coletados e interpretados por um sistema de controle e 

aquisição de dados. 

Os principais parâmetros para a escolha de um fotodetector, além de 

se considerar a relação custo/benefício, são: 
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 Sensibilidade;  

 Tempo de resposta; 

 Coeficiente de temperatura; 

 Diferença de potencial na alimentação; 

 Tempo de estabilização; 

 Ganho;  

 Faixa de resposta; 

 Custo. 

 

Alguns trabalhos científicos encontrados fornecem orientações sobre 

os principais sensores e suas funcionalidades. Dentre os fotodetectores mais 

utilizados estão: as células fotomultiplicadoras, fotodiodos, ADP (Avalanche 

Photodiode), CCD (Charge Clouped Device) e fotodetectores inteligentes (FDI)3,12. 

Os FDIs são componentes eletrônicos fotossensíveis capazes de pré-

processar o sinal da radiação eletromagnética, resultando em menor nível de 

interferência na transdução do sinal, sendo então, coletado diretamente pelo 

dispositivo de aquisição e processamento dos dados13-15. 

 

1.2.4 Compartimento de amostragem 

A cubeta é um pequeno frasco de faces internas e externas planas, 

pelo qual a radiação é transmitida. Geralmente a distância entre as faces é de 10 

mm. Os principais materiais usados em cubeta são o quartzo, o vidro e o plástico 

que sejam transparentes a REM de interesse. Cubetas de quartzo são as que 

possuem melhor qualidade, por não possuírem significativa absorção de REM na 

região do ultravioleta.  

 

 

1.2.5 Conjunto óptico para seleção do comprimento de onda 

Em princípio faz-se necessário um conjunto óptico para a seleção da 

radiação eletromagnética de trabalho, isto é, aquela que interage com a espécie de 

interesse, seja a REM incidente ou emitida. A faixa de comprimentos de onda ou a 
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REM monocromática deve ser separada daquelas que advenham da fonte de REM 

policromática.  

Em um seletor de comprimento de onda ideal não há perdas na 

transmissão da REM transmitida e apresenta estreita banda passante. Uma alta 

transmissão é desejada, pois quanto mais fótons passam, menor será o ruído. A 

estreita banda passante garante melhor resolução, onde características espectrais 

serão mais bem resolvidas.  

 

1.2.5.1 Filtros ópticos 

São componentes ópticos mais simples que permitem a transmissão de 

REM em um intervalo de comprimento de onda. Eles são classificados basicamente 

em filtros de absorção ou de interferência9. Com uso de filtros ópticos nos métodos 

fotométricos seleciona-se uma faixa de comprimentos de onda que interage com as 

espécies em solução.  

Geralmente os fotodetectores apresentam ampla faixa de resposta no 

espectro eletromagnético, que os tornam susceptíveis a ruídos, por isso, filtros 

ópticos são indispensáveis para obtenção de bons resultados.  

Os filtros de absorção, em geral, apresentam faixas espectrais de 20 a 

50 nm de largura e suas transmitâncias máximas estão entre 5 a 20 %.  Filtros de 

interferência são mais caros do que os filtros de absorção, mas têm larguras de 

banda mais estreita, tipicamente 10 a 20 nm, com perda de transmitância de cerca 

de 40%. 

Como as fontes de radiação de instrumentos de fluorescência são 

geralmente potentes, os filtros ópticos são úteis para impedir a passagem de 

radiação espúria, e até mesmo a saturação do sinal do fotodetector.  

 

1.2.5.2 Monocromadores 

Os monocromadores são componentes ópticos que formam um 

sistema capaz de dispersar ou difratar os comprimentos de onda constituintes de 

REM policromáticas em uma ampla faixa de comprimentos de onda.  

Nos espectrofotômetros e espectrofluorímetros esses componentes 

são essenciais para a varredura de comprimento de onda para obtenção de um 
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espectro característico de absorbância de uma dada espécie permitindo que apenas 

comprimentos de ondas discretos incidam sobre o fotodetector. De forma similar, o 

mesmo pode ser utilizado na obtenção do espectro característico de um dado 

fluoróforo durante a fluorescência. 

Um monocromador é constituído basicamente de uma fenda de 

entrada, de um elemento de dispersão de radiação e de uma fenda de saída. A REM 

passa pela fenda de entrada e ao incidir sobre o elemento de dispersão e na fenda 

de saída tem-se o comprimento de onda desejado.  

Os monocromadores podem ser divididos em dois grupos: prismáticos 

ou reticulares. Estes podem incluir os seguintes componentes ópticos: lentes, 

espelhos, fendas, prismas e redes de difração. Nos monocromadores prismáticos 

feixes de REM passam pela fenda de entrada e incidem sobre a face do prisma, 

sofrendo, portanto, dispersão refrativa que, seguido por uma fenda de saída, 

seleciona-se o comprimento de onda incidente sobre o fotodetector.  

O principal componente de dispersão nos monocromadores reticulares 

é a rede de difração. Este componente tem como princípio a difração da radiação 

baseado no fenômeno de interferência. O comprimento de onda de uma REM 

policromática incidente sobre este elemento resulta em comprimentos de onda 

discretos espaçados. Sendo, portanto, selecionados pela fenda de saída. As redes 

de difração possuem um poder de resolução mais elevado que os prismas e podem 

ser utilizadas em todas as regiões espectrais9. 

 

 

1.2.6 Sistema de controle e aquisição de dados 

Segundo o ―Orange Book‖16 os instrumentos utilizados no 

processamento e aquisição de dados são classificados considerando-se o tipo dos 

dados de saída. Nesse caso, os dados de saída podem ser na forma de 

transmitância, absorbância, fluorescência etc., podendo estar na forma de sinal 

analógico ou digital. No processamento dos dados podem ser aplicadas equações 

para a média intensidade de radiação, a relação sinal/ruído e ajuste da linha base. 

Além disso, o sistema de controle pode atuar no ajuste da intensidade 

da fonte de REM, no ajuste do conjunto óptico, acionamento do sensor e envio do 

sinal processado a interface máquina-usuário.  
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Atualmente todas as funcionalidades necessárias para a formação de 

um sistema de controle podem ser reunidas em um único dispositivo eletrônico, o 

microcontrolador17,18. Este dispositivo engloba circuito eletrônico de controle, 

interface analógica/digital, memória e processamento de dados. Além disso, é 

reprogramável, possibilitando flexibilização em aplicações diversas.  

 

 

1.3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

O primeiro espectrofotômetro foi feito pela empresa Beckman Coulter 

Inc. em 1940. Este instrumento foi desenvolvido pelo químico Arnold O. Beckman 

(1900 - 2004) em um projeto sob liderança do engenheiro Howard Cary (1908 - 

1991) 19. 

A empresa Cecil Instruments foi também uma das grandes 

contribuintes no desenvolvimento de espectrofotômetros. Em 1975, foram 

desenvolvidas versões de espectrofotômetros de duplo feixe. Em 1981, produziu-se 

um espectrofotômetro controlado por um microprocessador, tornando-o um 

dispositivo automatizado e mais rápido20. 

Nos anos 90, estes instrumentos passaram a ser controlados por 

computador, que exibiam na tela os espectros resultantes por meio de software. 

Esses avanços devem-se às novas tecnologias em componentes eletrônicos como: 

conversor analógico-digital (A/D), microprocessador e amplificadores eletrônicos.21 

Nas últimas décadas encontram-se na literatura fotômetros e 

fluorímetros9,17 com novas características como: portabilidade, baixo custo e baixo 

consumo de energia17,22-30. Esse bom desempenho foi possível devido ao 

surgimento de componentes eletrônicos de menor custo e baixo consumo de 

corrente, entre eles, destacam-se os microcontroladores22,31, LED32,23,33, 

fotodetectores e mostradores digitais LCD (do inglês, Liquid Crystal Display). 

 

1.3.1 Fotômetros com LED 

Palma e colaboradores34 desenvolveram um fotômetro portátil para a 

determinação de potássio e nitrato. O circuito eletrônico desenvolvido para o 

instrumento foi implementado para compensar possíveis alterações do sinal devido a 
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mudanças de temperatura. Um programa simples foi desenvolvido e gravado no 

microcontrolador viabilizando o uso do instrumento para aplicação em campo por 

pessoal não treinado. Obteve-se uma faixa linear de trabalho para o íon nitrato de 2 

× 106 a 1 mol L1 com R = 0,9998 e para o íon potássio foi obtido uma faixa linear 

de trabalho de 5 × 106 a 0,1 mol L1 com R = 0,9998. 

Lima35 desenvolveu um fotômetro NIR (do inglês, Near Infrared Region) 

portátil usando dois LEDs, com máxima emissão em 1300 nm e 1689 nm, como 

fontes de radiação. O instrumento desenvolvido foi aplicado à determinação de 

compostos aromáticos (BTX, Benzeno, Tolueno e Xileno) em amostras de água 

contaminada por gasolina. Comparando-se o desempenho do instrumento 

desenvolvido com instrumentos comerciais, os resultados foram compatíveis há um 

nível de confiança de 95%. 

Fonseca e Raimundo Jr.36 desenvolveram um método simples para 

discriminação de água utilizando um fotômetro multi-LED (emissão em 470, 500, 

525, 562, 590, 612, 636 e 654 nm), reagentes cromogênicos (murexida, eriocromo T 

e 4-(2-pyridylazo) resorcinol) e ferramentas quimiométricas. As ferramentas 

quimiométricas utilizadas foram PCA (do inglês, Principal Component Analysis), HCA 

(do inglês, Hierarchical Clusteri Analysis) e SIMCA (do inglês, Soft Independent 

Modelling of Class Analogy) próprias para a classificação. Nesse estudo as 

principais espécies que contribuíram para o modelo foram os ions Ca2+ e Mg2+. 

Além do uso típico de LEDs como fonte de radiação Tymecki e 

colaboradores37 desenvolveram um fluorímetro usando LED como sensor para 

determinação de riboflavina. Para tanto, utilizaram-se dois LEDs como fonte de 

excitação das espécies, e o terceiro como sensor do instrumento. Em outro trabalho, 

Pokrzywnicka e colaboradores38 desenvolveram o conceito de um 

fotômetro/fluorímetro usando um LED como fonte de radiação e outros dois LEDs 

como sensor. Segundo a configuração proposta, um dos LED/sensor foi posicionado 

a 180° em relação a fonte de REM, e o outro a 90°. Atendendo, portanto, a 

configuração básica de um fotômetro e de um fluorímetro, respectivamente. 

Baseado no efeito Schlieren, Diniz et al. 39 desenvolveram um sistema 

fotométrico usando LED para determinação de NaCl, KCl e glicose em drogas 

injetáveis. Os dados das amostras foram processados com a ferramenta 

quimiométrica PLS (do inglês, Partial Least Squares).  
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1.3.2 Fluorímetros com LED  

Muitos fluorímetros têm sido desenvolvidos usando-se LEDs32 como 

fonte de REM para excitação das espécies fluorescentes.  

Wigton e colaboradores40 demonstraram como desenvolver um 

fluorímetro de baixo custo para uso em laboratórios de ensino. O mesmo foi aplicado 

na determinação de vitamina B1 em amostras comerciais. O instrumento 

desenvolvido apresentou bom desempenho e o custo total foi de cerca de U$ 80,00. 

Pokrzywicka e colaboradores41 desenvolveram um fluorímetro 

compacto para determinação de cálcio em fluxo. O instrumento possuía três LEDs, 

onde dois atuaram como fonte de excitação (475 nm) e o outro como fotodetector 

(630 nm). A célula em fluxo deste sistema possuía capacidade de 60 µL, onde foram 

analisadas amostras de água mineral e fluidos fisiológicos humano (soro e urina) 

contendo cálcio. Para isso, usou-se a calceína como fluoróforo, sendo o sistema 

capaz de analisar cerca de 60 amostras por hora. 

Heart e Jiji42 desenvolveram um método espectrofluorimétrico utilizando 

uma matriz de LEDs (370, 430, 470, 505, 530, 590 e 636 nm) em série para 

excitação das espécies fluorescentes, e uma câmera CCD com resolução de 1024 × 

256 pixel como dispositivo de detecção. Usando o instrumento multi-LED aliado ao 

método quimiométrico foram estudadas sete espécies fluorescentes: fluoresceína 

monoaniônica, fluoresceína dianiônica, Rodamina B, di-n-fenilantraceno, vermelho 

do Nilo (Nile Red), 9-10-bis(feniletinil)antraceno e safranina. Com o trabalho 

proposto limites de detecção menores que 5 ppb e elevada sensibilidade analítica.  

 

1.3.3 Instrumentação microcontrolada em Química Analítica 

Nas últimas décadas, os microcontroladores têm sido o principal 

componente usado para controle de instrumentos de análises químicas. Na TABELA 

1.2 são apresentados alguns instrumentos desenvolvidos com este dispositivo. 

 

TABELA 1.2 - Instrumentos microcontrolados em química analítica 

Autor Ano Instrumento Microcontrolador 

Veras et al. 2009 Espectrofotômetro  PIC16F87723 
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Neelamegam et 
al. 

2010 Potenciometro ATmega853543 

Sorouraddin et 
al. 

2011 Fotocolorímetro  MC205130 

Devaraju et al. 2011 Analisador termogravimétrico  PIC16F877A44 

Santos et al. 2011 Nefelômetro PIC18F455045 

Esrafili et al. 2012 Cromatógrafo liquido AVR46 

Santos et al. 2012 Turbidímetro PIC18F455047 

Laskar et al. 2013 Refratômetro ATmega 3248 

Dias et al. 2014 Fotômetro PIC18F455049 

Cruz et al. 2014 Potenciostato BeagleBone50 

Koczor et al. 2015 Ressonância magnética BeagleBone 51 

 

1.4 APLICAÇÃO DOS MÉTODOS FOTOMÉTRICO E 

FLUORIMÉTRICO 

1.4.1 Determinação da estequiometria de um complexo 

A medida ou a quantidade de elementos químicos é definida como 

estequiometria. Essa terminologia foi introduzida por Richter, um químico alemão 

que publicou em 1792 um trabalho intitulado ―Lei das proporções recíprocas‖, que 

permite obter a fórmula química dos compostos52,53. Assim, por meio de cálculo 

estequiométrico pode-se calcular as quantidades de matéria das substâncias que 

participam de uma reação química a partir de outras quantidades de matéria (ou 

massa) conhecidas54. 

Partindo desse princípio, introduzido por A. L. Lavoisier em 177455, 

conhecido como a Lei da Conservação das Massas, verificou-se que a massa dos 

reagentes numa reação era a mesma massa encontrada nos produtos, após a 

reação. 

Em seguida, surgiu a Lei das Proporções Constantes que foi 

introduzida pelo químico L. J. Proust em 1801. Essa lei diz: "Uma determinada 

substância composta é formada por substâncias mais simples, unidas sempre na 

mesma proporção em massa". Assim, a partir da Lei de Proust deu-se origem aos 

cálculos estequiométricos56. 
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Existem alguns métodos que podem ser utilizados para se obter 

informação sobre a estequiometria de formação de complexos como o método de 

Yoe & Jones (ou método razão molar)57, método de Job (ou método das variações 

contínuas) e diagrama de Scatchard58,59. Esses métodos podem determinar se um 

ligante polidentado,   , coordena-se com um, dois, ou mais íons metálicos,  . Estes 

métodos permitem também a determinação da constante de formação de um 

complexo estável com um ligante,     
60. No entanto, o método desenvolvido por 

Job é preferível para reações em que as proporções do metal:ligante sejam de 1:161.  

Muitos dos complexos formados por      são cromóforos. Desta 

forma, o produto da reação pode ser determinado por medidas de absorbância. 

Assim, pode-se fazer um estudo da razão metal:ligante mantendo-se constante a 

concentração total das espécies [  ] e [  ]. Nessa metodologia, quando a 

estequiometria do complexo é alcançada a absorbância se mantém constante.  

 

1.4.1.1 Método da razão molar 

A orto-fenantrolina (o-Fen) é um ligante bidentado(  ) que forma um 

complexo com o ferro(II) (  ). Este complexo apresenta máxima absorbância em 

510 nm ao ser formado62. Para fins didáticos, considera-se a razão metal:ligante 

desconhecida, como mostrado na EQUAÇÃO 1.12 63,64. 

 

 m(Fe2+) + n(o-Fen) Fem(o-Fen)n
2+   (1.12) 

 
 

No método das razões molares, representa-se a absorbância da 

solução contendo uma concentração fixa de um dos reagentes em função do volume 

do outro. Um gráfico similar ao apresentado na FIGURA 1.2 é obtido. No ponto de 

intersecção das duas retas, encontra-se o ponto em que as concentrações atingiram 

proporções estequiométricas. 
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FIGURA 1.2 - Gráfico hipotético para razão estequiométrica de um complexo: 
     .  

 

Após a obtenção da estequiometria da reação, utilizando-se 

EQUAÇÃO 1.12 pode-se determinar a constante de formação pela equação do 

equilíbrio químico, EQUAÇÃO 1.13. 

 

              
[ ] [ ] 

   [    ]
   (1.13) 

 
 

 

Para se calcular        , deve-se conhecer as concentrações dos 

reagentes e produtos no equilíbrio. Assim, pode-se tomar como referência o ponto 

de intersecção, em destaque na FIGURA 1.2. Partindo-se da lei de Lambert-Beer, 

EQUAÇÃO 1.14. 

 

        [    ]  (1.14) 

 

Obtém-se a concentração do complexo. 
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 [    ]  
   

 
  (1.15) 

 

Rearranjando, obtém-se o coeficiente de absortividade molar, ε. 

 

   
 

  [    ]
         (1.16) 

 

Onde A, é a absorbância e b, o caminho óptico.  

Sabendo que a concentração do produto atinge um limite, isto é, um 

dos reagentes é o limitante, consequentemente, a absorbância torna-se constante. A 

partir desse valor de absorbância e, da concentração da espécie formada, pode-se 

calcular o coeficiente de absortividade molar, EQUAÇÃO 1.16. 

Então, pode-se estabelecer um balanço de massa para a concentração 

de M (  ) e do ligante (  ). Onde    = [ ]+ [    ]  e    = [ ] +[    ]. 

Rearranjando tem-se: 

 

 [ ]     [    ]      (
 
  ⁄ )     (1.17) 

 

 [ ]     [    ]       (
 
  ⁄ )  (1.18) 

 

 

Substituindo na equação da constante de estabilidade tem-se: 

 

       
   

 

(    (
 
   ⁄ ))

 
 (     (

 
   ⁄ ))

   (1.19) 

 

1.4.2 Determinação de sulfito 

Dentre os agentes químicos utilizados em alimentos para conservação, 

têm-se os ―agentes sulfitantes‖, TABELA 1.365-67. Eles são utilizados como agentes 

redutores, podendo ser adicionados em alimentos e produtos farmacêuticos65,68,69. 

Estes compostos inibem a ação provocada pelas bactérias, fungos e leveduras em 
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alimentos ácidos e na inibição de reações enzimáticas durante o processo de 

estocagem.  

 

 

TABELA 1.3 - Fórmulas químicas e números de identificação dos agentes sulfitantes 

Substância Fórmula INS* 

hidrogenossulfito de cálcio Ca(HSO3)2 227 

hidrogenossulfito de potássio KHSO3 228 

hidrogenossulfito de sódio NaHSO3 222 

dióxido de enxofre SO2 220 

metabissulfito de potássio K2S2O5 224 

metabissulfito de sódio Na2S2O5 223 

sulfito de cálcio CaSO3.2H2O 226 

sulfito de potássio K2SO3 225 

sulfito de sódio Na2SO3 221 

* INS - Sistema internacional de numeração de aditivos alimentares. Tabela adaptado de TOLEDO
70

.   

 

A presença deste aditivo nos alimentos pode proporcionar efeitos 

diversos à saúde humana, a saber: crise asmática, distúrbios neurológicos, náuseas, 

irritação gástrica local e urticária71-77.  Assim, a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) limita a concentração de agentes sulfitantes em alimentos 78,79, 

TABELA 1.4. 

 

 

 

 

 

TABELA 1.4 - Limites máximos permitidos para adição de agentes sulfitantes em 
bebidas, conforme legislação brasileira vigente 79 

Bebidas 
Limite máximo (mg/L) 

(expresso em SO2) 

Cerveja 20,0 

Cooler 350 
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Licor de frutas 100,0 

Refrigerantes 40,0 

Saquês 350 

Sidras  350 

Suco de frutas 200 

Vinhos 350 

Vinhos de frutas 350 

 

 

 

As EQUAÇÕES 1.20-1.22 representam o equilíbrio do dióxido de 

enxofre que apresenta solubilidade em água de 1,242 mol L1 a 25 ºC. A reação do 

dióxido de enxofre em água resulta na formação do ácido sulfuroso, HSO3
, SO3

2 e 

S2O5
2 dependendo do pH71. 

 

    (  )     ( )      (  ) (1.20) 

 
 

      (  )      ( )    (  )
      (  )

  (1.21) 

 

     (  )
     ( )     (  )

     (  )
   (1.22) 

 

O metabissulfito (S2O5

(aq)) presente nos aditivos INS 223 e 224 quando 

em solução são convertidos em hidrogenossulfito (HSO3
), EQUAÇÃO 1.23. 

 

     (  )
       ( )       (  )

   (1.23) 

 

 

Os valores dos pKas para o ácido sulfuroso são 1,91 (pKa1) e 7,18 

(pKa2), sendo considerado um ácido fraco. A FIGURA 1.3 apresenta as frações das 

espécies formadas a partir da dissociação do ácido sulfuroso em função do pH. Em 

pH inferior a 1,8 as moléculas de SO2 estão em maior concentração, enquanto que, 
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na faixa de pH que se estende de 1,9 a 7,2 o hidrogenossulfito encontra-se em 

concentrações superiores, já em pH superior a 7,2, o íons sulfito prevalecem. 
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FIGURA 1.3 - Distribuição das espécies ionizadas de dióxido de enxofre em função 
do pH. Figura adaptada de Vicentini80. 

 
 

1.4.2.1 Método de referência para determinação de sulfito 

O método de referência indicado pela Association of Official Analytical 

Chemists é a iodimetria81,82.  Esse método consiste na titulação da amostra por uma 

solução padrão de iodo em iodeto de potássio, usando suspensão de amido como 

indicador redox. Faz-se o uso de uma solução padrão de iodo (I2), preparada 

mediante dissolução do iodo em solução aquosa de iodeto de potássio (KI)83. O iodo 

é usado diretamente na titulação como oxidante. 

Ao final da titulação, o excesso de iodeto reage com a molécula de 

amido, e uma cor azul escura é observada, indicando o final da titulação, EQUAÇÃO 

1.24. 
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    (  )
      (  )      (  )

     (  )
     (  )

     (  )
    (1.24) 

 
A partir dos volumes consumidos, calcula-se a concentração de sulfito 

(SO2) nas amostras. 

 

1.4.2.2 Método fotométrico para a determinação do teor de SO3
2- total 

A determinação de sulfito pelo método oficial indicado pela Association 

of Official Analytical Chemists, a iodimetria81,82, envolve uma reação redox mostrada 

na EQUAÇÃO 1.24.  

No método fotométrico desenvolvido em nosso grupo de pesquisa para 

a determinação deste analito, o sulfito reage com Fe3+ complexado com a o-

fenantrolina ([Fe(o-Fen)3]
3+), EQUAÇÃO 1.25, reduzindo este complexo, formando 

sulfato e um complexo cromogênico ([Fe(o-Fen)3]
2+)64, EQUAÇÃO 1.26, que possui 

máxima absorbância em 510 nm84-88. 
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1.4.3 Determinação de cálcio em água mineral 

Um dos parâmetros utilizados para avaliar a qualidade da água, 

dependendo de suas finalidades, são os níveis de concentração dos íons Ca2+ e 

Mg2+. A presença destes íons em água, conhecida como dureza da água, é um dos 

parâmetros de interesse industrial e consumo humano. O conhecimento da 

concentração destes íons em água é imprescindível para o destino da mesma, e 

para que seja realizado o adequado tratamento.  
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 Na indústria, elevadas concentrações desses íons podem causar 

incrustações nas tubulações, e para o consumo humano apresentar sabor 

desagradável e efeito laxativo. A dureza da água, geralmente está relacionada ao 

solo da qual ela foi retirada89-91.  

Para determinação da dureza da água, a norma brasileira indica o 

método titulométrico 89,90,92 usando o EDTA (do inglês, ethylenediamine tetraacetic 

acid). Um método alternativo para determinação da dureza total está no uso da 

calceína41,93, um reagente fluorescente.  

A reação entre a calceína e os íons Ca2+ e Mg2+ segue a mesma 

estequiometria, resulta também, no mesmo efeito na emissão do fluoróforo94. Assim, 

este método é útil para a determinação da concentração total de íons Ca2+ e Mg2+. 

 

 



 

  

 

 

2 Objetivo 
Chute o balde, mas não derrame água!



 

 

Na literatura não existem instrumentos híbridos fotométricos, tais como 

fotômetro/fluorímetro usando LED tricolor, microcontrolador e sensor multicanal.  

Partindo dessas características, o objetivo deste trabalho foi 

desenvolver um instrumento híbrido capaz de funcionar como fotômetro ou 

fluorímetro. Este instrumento deve dispensar o uso de filtros e monocromadores, 

empregando LED como fonte de REM e um microcontrolador como unidade central 

de processamento e controle. Além destas características, ele deve possuir também 

as seguintes vantagens: 

 

 Portabilidade; 

 Baixo custo; 

 Compacto; 

 Baixo consumo de energia; 

 Conexão USB; 

 Programa de controle de fácil manipulação. 

 

O software, desenvolvido além do controle do instrumento e da 

aquisição dos dados, deve possibilitar ao usuário ferramentas indispensáveis para a 

obtenção dos parâmetros analíticos, tais como: curva analítica, equação da reta, 

coeficiente de correlação linear, sensibilidade analítica, limite de detecção e de 

quantificação.  

Além do que foi exposto, o instrumento híbrido desenvolvido deverá ser 

uma alternativa viável para utilização em campo, em lugares remotos, e apresente 

desempenho analítico satisfatório, possibilitando aplicações em estudos de interesse 

químico. Para isso, o mesmo foi aplicado na determinação da constante de 

estabilidade e estequiometria de um complexo cromogênico, determinação de sulfito 

em bebidas, e concentração total de Ca2+ e Mg2+ em água mineral e a fim de 

demonstrar algumas alternativas de aplicações do fotômetro/fluorímetro 

desenvolvido. 

 



 

 

 

3  Desenvolvimento do 
fotômetro/fluorímetro 

microcontrolado 
Só existe crise, quando há necessidade de mudança!
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Para o desenvolvimento do instrumento proposto será apresentado 

inicialmente um estudo das características dos componentes básicos necessários ao 

protótipo (P2FM, fotômetro/fluorímetro microcontrolado) e, em seguida, as partes 

eletrônicas, mecânicas e programação. 

 

3.1 ESTUDO DOS COMPONENTES  

Para melhor entendimento das partes que constituem o P2FM 

proposto, tem-se na FIGURA 3.1 uma representação esquemática dos principais 

componentes. Nessa representação, há um microcontrolador que atua como 

unidade de gerenciamento no controle de todos os periféricos a ele conectado. 

Todavia, os comandos e a transmissão de dados são realizados por uma interface 

USB, bem como a alimentação do instrumento.  
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FIGURA 3.1 - Representação esquemática do instrumento desenvolvido com os 
principais componentes conectados a um microcontrolador PIC-18F2455. 

 

 

 



33 

3.1.1 Fonte de alimentação 

As fontes de alimentação de dispositivos elétricos/eletrônicos são 

constituídas por componentes elétricos e eletrônicos configurados de forma a 

fornecer uma diferença de potencial estável e adequada. Em computadores de 

bancada ou portáteis, a diferença de potencial é de 5,0 VCC (potencial de corrente 

contínua). Essas fontes podem fornecer essa diferença de potencial a partir da rede 

de distribuição, que no Brasil é 110 V ou 220 V com frequência de 60 Hz. Baterias 

como as usadas em nobreak também podem ser utilizadas.  

Na FIGURA 3.2, tem-se um esquema representativo da alimentação 

elétrica de um microcontrolador via interface USB 2.0 de um microcomputador. Com 

o uso da interface via USB 2.0, que é padronizada para transmissão de dados em 

potencial de 5,0 VCC, uma corrente de até 300 mA fornece a alimentação do P2FM. 

Utilizou-se também nesse projeto componentes eletrônicos que operam nesse 

mesmo potencial. 

 

 

 
FIGURA 3.2 - Representação da alimentação do microcontrolador via interface USB. 
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3.1.2 Microcontroladores 

Como unidade central de controle do P2FM, utilizou-se um 

microcontrolador da Microchip modelo PIC18-F2455. O uso deste componente é 

indispensável para o projeto do P2FM, atuando no controle dos periféricos, 

processamento e envio de dados. Para que todas essas funções sejam executadas, 

deve-se gravar previamente em sua memória interna uma rotina de cada uma das 

funções a serem executadas, por meio de um programa embarcado.  

Os microcontroladores estão presentes desde sistemas simples como 

um relógio, até Tablets mais modernos. 

Abaixo seguem as principais características do microcontrolador 

PIC18-F2455 utilizado: 

 

• 2 kbytes de memória RAM; 

• Tamanho da memória: 24 kbytes; 

• Memória EEPROM: 256 bytes; 

• 24 terminais disponíveis para entrada e/ou saída de dados e 

comandos; 

• Interface USB 2.0 com velocidade de 12 Mbit/s; 

• Interface RS 232; 

• Número de instruções: 12288; 

• Dez conversores analógicos/digitais de 10 bits. 

 

 
Na FIGURA 3.3, tem-se uma representação padrão do 

microcontrolador PIC-18F2455, onde são mostrados os 28 terminais. Alguns desses 

terminais podem ser configurados durante a programação para assumirem funções 

diferentes ao longo da execução de um programa.  

Dentre as treze funções que podem ser adotadas, considerando-se as 

características de cada terminal, destacam-se: conversor analógico-digital (AD), 

interface USB 2.0, entrada ou saída de sinal. 
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FIGURA 3.3 - Microcontrolador PIC18F2455. 

 
 
Para que um microcontrolador possa executar suas devidas funções, 

este deve ter um programa gravado previamente em sua memória. Dentre as 

linguagens de programação utilizadas para este propósito tem-se principalmente: a 

linguagem C, Pascal, Basic e Assembly. Este programa é inserido na memória do 

microcontrolador por meio de uma placa de gravação, como aquela apresentada na 

seção 3.1.7. 

 

 

3.1.3 LED-RGB 

Os LEDs atuaram como fontes de radiação do P2FM. Portanto, os que foram 

utilizados neste trabalho são de alta intensidade luminosa (mcd, milicandela) com 

emissão em comprimentos de onda na região visível do espectro, em três faixas, 

denominados tricolores ou RGB (do inglês, red, green, blue). Foi utilizado um LED 

tricolor da Avago Technologies®, modelo ASMT-QTB0-0AA0295. Na FIGURA 3.4, 

são apresentados os espectros de emissão para cada comprimento de onda distinto 

do LED-RGB: 470, 528 e 621 nm. Vale ressaltar que esse componente eletrônico 

apresenta baixo consumo de corrente (20 mA), boa estabilidade, alto brilho (R = 450, 
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B = 900, G = 224 / mcd) e baixo potencial de alimentação, 5 V, necessitando de um 

circuito simples para o acionamento com o microcontrolador.  

 

 
FIGURA 3.4 - Espectro de emissão do LED RGB. Comprimentos de onda de maior 
intensidade. Blue = 470 ± 22 nm, Green = 528 ± 33 nm, e Red = 621 ± 14 nm.  

 
 

3.1.4 Detector TCS-3200 

O fotodetector TCS-320096 da TAOS® (do inglês, Texas Advanced 

Optoelectronic Solutions) é um conversor de radiação em um sinal elétrico na forma 

de frequência. A frequência de saída do fotodetector é proporcional à intensidade de 

radiação incidente sobre sua superfície fotossensível. Este dispositivo é formado por 

um arranjo de 64 fotodiodos divididos em quatro grupos de 16 fotodiodos. Cada 

conjunto tem uma faixa fotossensível distinta, denominado de canal. 

O canal desejado é selecionado por um comando elétrico em forma de 

código binário 22. Nesse caso, a vantagem do fotodetector multicanal está na 

possibilidade de usar diferentes regiões do espectro, dispensando o uso de filtros ou 

redes de difração97. 

A tecnologia utilizada no TCS-3200 permite uma interface direta com o 

microcontrolador, pois a amplitude de potencial do sinal digital é a mesma de 

operação do microcontrolador, ou seja, de 5 V. O microcontrolador seleciona a faixa 
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espectral de trabalho e a frequência do sinal de resposta, através de um programa 

escrito em linguagem C.  

A vantagem da utilização de um fotodetector com saída de sinal em 

formato digital e de conexão direta ao microcontrolador está em eliminar os ruídos 

gerados quando se usa um circuito amplificador, ou outros componentes eletrônicos. 

Na FIGURA 3.5 é apresentado o gráfico da resposta do sensor para cada arranjo de 

fotodiodos, cada um com máximos de sensibilidade em comprimento de onda 

distintos. 

 

 

 
FIGURA 3.5 - Resposta do sensor TCS-3200 em função da REM. Canal: 1)       
735 nm; 2)      - 410 e 735 nm; 3)      - 475 e 845 nm; 4)      - 540 e 830 nm. 

 

Na FIGURA 3.5 tem-se o espectro de fotossensibilidade em cada um 

dos quatro canais do sensor. A linha em preto representa o espectro do canal 1 que 

possui máxima sensibilidade em 735 nm. A linha em vermelho representa o canal 2, 

com máxima sensibilidade em 410 e 735 nm. De forma similar a linha em azul 

representa o canal 3 que têm dois picos de máxima sensibilidade em 475 e 830 nm. 
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A linha em verde representa o canal 4, e este por sua vez, possui máxima 

sensibilidade em 540 e 830 nm. 

O uso do fotodetector multicanal TCS-3200 será principalmente para 

quando o instrumento estiver com o modo fluorimétrico ativado. Pois, em 

fluorimetria, sugere-se o uso de filtro para evitar a interferência do comprimento de 

onda da REM de excitação do cromóforo, justificando-se, desse modo, o uso do 

sensor multicanal. 

 

3.1.5 Sensor de temperatura LM35  

O sensor de temperatura LM3598 é o componente eletrônico que 

responde a variações de temperatura sob o seu encapsulamento plástico, e que 

pode ser facilmente integrado a um circuito eletrônico. Este CI (do inglês, integrated 

circuit) comporta em único encapsulamento toda parte eletrônica, onde o mesmo 

conta com três terminais. Dois terminais são utilizados para a alimentação e o outro 

para saída do sinal em potencial (V), variando entre 0 - 30 V. Outras características: 

 

 Resposta em graus Celsius; 

 Variação linear, +10 mV/°C; 

 Faixa de resposta, −55 °C a +150 °C; 

 Baixo custo; 

 Baixa impedância; 

 Encapsulado plástico; 

 Modelo de encapsulamento TO-220 e TO-92. 

 

Além dessas características, o sensor pode ser conectado diretamente 

na entrada do conversor analógico/digital do microcontrolador, simplificando, 

portanto, o circuito eletrônico.    

 

3.1.6 Interface USB 2.0 

Dentre os principais tipos de conexão estabelecida entre dois 

instrumentos que se utilizam cabos tem-se a interface USB99. Esse tipo de conexão 

teve uma grande aceitação no mercado, pois é entendida pelos usuários como um 
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tipo de interface ―ligar e usar‖ o que anteriormente fazia-se necessário a instalação 

de softwares de interface que muitas vezes geravam conflitos. 

O padrão proposto para uso no P2FM é USB 2.0 que possui velocidade 

de transmissão de 480 Mbps, cerca de 60 MB por segundo.  

Além disso, no algoritmo existem dois termos, o VID (do inglês, vendor 

identify) e o PID (do inglês, product identify), que são os registros dos dispositivos 

conectados ao computador. A organização que controla os registros VID e PID 

liberou um número padrão destes que pode ser utilizado por qualquer desenvolvedor 

dispensando o registro. 

 

3.1.7 Placa de gravação 

Para que uma rotina de funções em um programa seja gravada na 

memória do microcontrolador, é necessário o uso de uma placa de gravação. Este 

dispositivo é indispensável para a verificação das funções gravadas no 

microcontrolador, e o seu correto funcionamento.  

Os microcontroladores da Microchip® permitem regravação que podem 

ser realizadas em torno de dez mil vezes. Assim, testes de cada um dos periféricos 

como fotodetector, LED e sensor de temperatura podem ser executados, bem como 

o envio e processamento de dados. 

Na FIGURA 3.6, tem-se uma placa de gravação desenvolvida por uma 

empresa brasileira, Microgênios®, modelo MicroICD-Zif. Essa placa é conectada e 

alimentada pelo computador via porta USB. 
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FIGURA 3.6 - Placa de gravação de microcontrolador Microgênio®, modelo 
MicroICDzif.  

 

3.2 DESENVOLVIMENTO DO CIRCUITO ELETRÔNICO DO P2FM 

3.2.1 Fonte de alimentação e interface USB 

Para contornar a necessidade de se desenvolver uma fonte de 

alimentação exclusiva para o P2FM, conforme descrito em 3.1.1, usou-se a conexão 

USB de um computador. 

Na FIGURA 3.7, tem-se o esquema do circuito eletrônico utilizado para 

alimentação pelo terminal da interface USB 2.0. Para a interface é obrigatório o uso 

de um capacitor cerâmico de 470 μF (C4), segundo determinação do fabricante. No 

conector J1 há dois terminais responsáveis por disponibilizar a diferença de 

potencial necessária. O terminal 1 (J1) para +5,0 V e o terminal 4 (J1) para 0,0 V 

(GND). O capacitor C3 tem como função evitar possíveis oscilações. Os terminais 2 

e 3 são exclusivos para transmissão de dados.  
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FIGURA 3.7 - Representação do sistema de alimentação do microcontrolador e 
interface USB. X1 = cristal oscilador de 4MHZ, J1 = Conector macho USB. 

 

3.2.2 Microcontrolador  

No tópico anterior foi apresentada a fonte de alimentação do 

microcontrolador PIC-18F2455. Um esquema do circuito eletrônico com os 

componentes básicos para funcionamento do PIC-18F2455 foi apresentado na 

FIGURA 3.2 onde, os componentes eletrônicos C1, C2 e X1 (cristal de quartzo) 

estão interligados de forma a gerar um sinal de oscilação com frequência de 4,0 

MHz.  

 

3.2.3 Fotodetector TCS-3200 

A tecnologia utilizada no TCS-3200 permite uma interface direta com o 

microcontrolador, pois a amplitude do sinal digital é igual à utilizada na alimentação 

do microcontrolador, 5,0 V. O microcontrolador tem como função selecionar o arranjo 

de fotodiodos que responde a uma dada faixa espectral, e a frequência do sinal de 

resposta. 

 Na FIGURA 3.8 tem-se o esquema do circuito eletrônico do 

fotodetector e os terminais do microcontrolador. O TCS-3200 é dotado de 8 

terminais, onde os terminais VCC (5,0 V) e GND (0 V) são exclusivos para 

alimentação. Os demais são utilizados para o controle e seleção dos filtros ópticos 

do fotodetector aplicando-se, 0 ou 5,0 V, para a seleção da frequência de trabalho. 
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FIGURA 3.8 - Esquema do circuito eletrônico desenvolvido para conexão do 
detector TCS-3200 às portas dos microcontrolador PIC-18F2455. 

 

Na TABELA 3.1 são apresentados os terminais para o controle do sinal 

de frequência (sinal digital na saída), sendo eles S0 e S1. A frequência média do 

sinal de resposta pode ser selecionada para 1,1; 11,1; 110,0 ou 550 KHz. Os 

terminais S0 e S1 estão conectados às portas RA1 e RA2 do microcontrolador, 

respectivamente. 

 

TABELA 3.1 - Controle da escala de frequência do TCS-3200. 

S0 (V) S1 (V) Frequência de resposta / KHz 

0 0 ~1,1 

0 5 11 

5 0 110 

5 5 550 

Legenda: S0 = S1 = terminal de controle da frequência de operação do sensor. 

 

 

 Os terminais S2 e S3 do TCS-3200 são utilizados para seleção do 

canal, conforme TABELA 3.2. Para seleção do canal desejado, deve-se aplicar uma 

tensão nos terminais S2 e S3 de 0 ou 5 V, equivalente a seleção apresentada na 

TABELA 3.1. Os terminais S2 e S3 são conectados as portas RA5 e RE0 do 

microcontrolador, respectivamente. 

 

 

 



43 

TABELA 3.2 - Controle dos terminais para seleção dos filtros do sensor TCS-3200. 

S2 / V S3 / V Filtro do sensor (nm) 

0 0 480 – canal 3 

0 5 540 – canal 4 

5 0 750 – canal 1 

5 5 750 – canal 2 

Legenda: S2= S3 = terminal de controle dos filtros ópticos existentes no sensor. 

 

 

3.2.4 LED 

Na FIGURA 3.9, é apresentado o esquema eletrônico de conexão para 

cada um dos anodos de dois LEDs tricolores (LED01-RGB e LED02-RGB) que estão 

conectados respectivamente a seis portas do microcontrolador, a saber:  RD7, RD6, 

D5, D4, D3 e D2 do PIC-18F2455. O LED01-RGB será utilizado no método 

fotométrico e o LED02-RGB no método fluorimétrico. A seleção do método desejado 

e o comprimento de onda do LED tricolor utilizado, será determinado por um 

programa embarcado gravado na memória do microcontrolador PIC-18F2455, tópico 

3.3. 
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FIGURA 3.9 - Esquema do circuito eletrônico dos LEDs tricolores. Fonte de 
radiação: LD01-RGB e LD02-RGB, conectados as portas RD7, RD6, D5, D4, D3 e 
D2 do PIC18F2455. 

 

3.2.5 Fotodetector de monitoramento da temperatura  

 O sistema de controle da temperatura é baseado no uso do sensor de 

temperatura LM35. Na FIGURA 3.10, tem-se o esquema de conexão utilizado para o 

sensor de temperatura. O sinal de variação de temperatura do sensor é indicado no 

terminal 3 (VO) com uma variação na diferença de potencial. Esse terminal está 

conectado na entrada analógica do microcontrolador RA0, que tem como função 

converter esta informação analógica em °C. 

 

FIGURA 3.10 - Circuito eletrônico do sensor de temperatura LM35 com saída de 
sinal no terminal VO (3) conectado à entrada analógica RA0 do microcontrolador. 
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3.3 PARTE MECÂNICA 

Os componentes que compõem a parte óptica do instrumento foram 

projetados para serem dispostos em distância e orientação previamente definida. 

Dessa forma, na FIGURA 3.11 tem-se uma representação do suporte de 

amostragem. Pode-se ver que na parte superior há um orifício para inserção de 

recipientes de amostragem em formato cilíndrico, um vial foi utilizado para este 

propósito. Além disso, está em destaque a posição em que estão dispostos os 

componentes ópticos do instrumento: LEDs e sensor. 

 

 

 

FIGURA 3.11 - Figura representativa do suporte de amostragem.  

 

 

As dimensões reais do suporte de amostragem, FIGURA 3.12, são 

apresentadas em quatro vistas com suas respectivas posteriores. Vale ressaltar que, 

este suporte foi projetado para que as amostras estejam em um recipiente cilíndrico 

com diâmetro de 11,5 mm. Preferiu-se um suporte cilíndrico por apresentar maior 

facilidade de fabricação. Sendo assim, usou-se recipiente de amostragem cilíndrico 

de vidro (vial) transparente com capacidade de 2 mL. 

 

 

 

 

L

LED2 

LED1 

FOTODETECTOR 
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a) 

 

b) 

 

c) 

 

d) 

 

 
FIGURA 3.12 - Projeto do suporte de amostragem nas vistas: a) Inferior; b) Lateral; 
c) Interna; d) Superior. 

 

O instrumento desenvolvido para este projeto foi montado em uma 

caixa Patola®, modelo PB-201 (medidas: 40 × 70 × 85 mm).  

Para melhor entendimento das dimensões deste instrumento e de sua 

conexão com o computador, uma fotografia é apresentada na FIGURA 3.13. 
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FIGURA 3.13 - Fotografia do instrumento desenvolvido conectado ao notebook via 
interface USB. 

 

3.4 DESENVOLVIMENTO DO PROGRAMA EMBARCADO 

Programas embarcados são desenvolvidos em softwares com estrutura 

dedicada, onde são encontradas algumas rotinas e funções predefinidas. Um 

programa embarcado deve ser gravado na memória do microcontrolador para 

controle dos componentes eletrônicos conectados e dos dados recebidos, enviados 

e processados. Programas embarcados podem ser desenvolvidos em diferentes 

linguagens de programação, por exemplo: C, C++, assembly, Pascal, dentre outras. 

Nesse projeto, foi utilizado o software MikroC PRO, no qual programas 

em linguagem C são desenvolvidos.  

No programa embarcado do P2FM, as seguintes rotinas foram 

desenvolvidas: 

 

 Acionamento dos LEDs de emissão ou excitação; 

 Acionamento do fotodetector e aquisição dos dados obtidos; 
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 Auto estabelecimento de interface USB com o microcomputador; 

 Envio e recepção de dados e funções a serem executadas via interface USB. 

 

3.5 SOFTWARE DE CONTROLE EM PLATAFORMA WINDOWS 

Muitos instrumentos que apresentam um maior nível de complexidade 

possuem geralmente algum tipo de software (programa que depende de um sistema 

operacional), geralmente utilizado para o controle e ou tratamento dos dados. O 

Visual Studio é uma plataforma que permite o desenvolvimento de softwares em 

diversos tipos de linguagens de programação: Visual Basic, C, C++, C#, F#, J#, 

XML/XSLT, HTML/XHTML, JavaScript, CSS, Python e ASP.NET. Outra vantagem do 

Visual Studio é a possibilidade do controle de dispositivos conectáveis via interface 

USB, RS232, Bluetooth.  

Na FIGURA 3.14 tem-se a tela principal do Visual Studio.  Como pode-

se ver, o mesmo possui do lado esquerdo, a ―Toolbox‖, isto é, uma caixa de 

ferramenta que contém ícones de suas funções predefinidas, como impressora, abrir 

arquivo, fechar, salvar, entre outras.  

O ―Form 1‖, no centro da figura, é a base da interface gráfica comum 

em softwares de desenvolvimento de ferramentas que são apresentadas ao usuário. 

No lado direto, tem-se o ―Solution Explore‖, que são os locais e diretórios onde 

encontram-se as linhas de programação. 
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FIGURA 3.14 - Plataforma de desenvolvimento do software: Visual Studio Express.  

 

Assim, com objetivo de estabelecer uma interface com o usuário foi 

desenvolvido um software de interface no Visual Studio. Vale ressaltar que o 

software desenvolvido pode ser instalado em computadores que possuam o sistema 

operacional Windows. Além disso, este software pode ser instalado também em 

dispositivos móveis que possuam o sistema operacional Windows Fone 7. 

Na FIGURA 3.15, é apresentada a tela principal do software 

desenvolvido. Assim, o mesmo contém todos os itens necessários para o controle, 

aquisição e tratamento de dados do P2FM. 
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FIGURA 3.15 - Tela principal do software de controle. A - Sensor/Filtro; B – Registro 
do Sinal; C – Sinal em função do tempo; D – Curva analítica.  

 

3.5.1 Página Principal 

Na página principal do software de controle do P2FM existem quatro 

caixas em destaque, as ―group box”. A funcionalidade de cada uma dessas caixas é 

descrita a seguir. 

A caixa ―1º Fonte de Radiação‖, mostrada na FIGURA 3.16, está 

dividida em duas partes, ―Sensor/Filtro‖ e ―LED‖. Na group box ―Sensor/Filtro‖ faz-se 

a seleção da região do espectro eletromagnético, uma vez que o P2FM possui um 

sensor com quatro regiões distintas para detecção de REM, seção 3.1.4. Enquanto 

que, na group box ―LED‖, seleciona-se o comprimento de onda de máxima 

intensidade λmax da REM desejada, segundo o método que será utilizado, fotométrico 

ou fluorimétrico. Os comprimentos de onda selecionáveis são: 470, 528 e 621 nm. 

 

A 

B 

C 
 

D 
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FIGURA 3.16 - Group box de acionamento da fonte de REM e canal do sensor. 

 

A goup box ―2° Registro do Sinal‖, FIGURA 3.17, contém três botões: 

Escuro, Branco e Sinal. Ao ser pressionado ―Escuro‖ os LEDs são desligados e o 

sinal de radiação espúria é registrado e coletado, sendo apresentado na caixa de 

texto ao lado. De forma similar, ocorre para ―Branco‖ e ―Sinal‖. No entanto, estes 

registram o sinal com o LED ligado, que foi previamente selecionado. 

 

  

 
 

FIGURA 3.17 -  Group box do registro do sinal: Escuro, Branco, Sinal. 

  

No software a group box, ―3° Curva Analítica‖, tem o objetivo de facilitar 

a obtenção de parâmetros de desempenho analítico, FIGURA 3.18. Nesse sentido, 

possibilitará aos usuários, com um breve treinamento, coletar dados de um conjunto 

de amostras e obter o desempenho analítico do método em uso. Assim, deverão ser 
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preenchidas as caixas de texto no campo ―Concentração‖ e o resultado referente ao 

valor da absorbância serão preenchidos automaticamente nas caixas de texto, 

―Réplicas‖. Para isso, basta pressionar o botão que se encontra do lado da caixa de 

texto das réplicas. Ao se pressionar o botão ―Calcular‖, os dados referentes a cada 

parâmetro de desempenho são apresentados em suas respectivas caixas de texto. 

Esses dados podem ser salvos em ―NOME.txt‖ (.txt formato ASCII) ao ser acionado 

o botão ―Salvar‖. 

  

 

 
 

FIGURA 3.18 - Group box para obtenção dos parâmetros de desempenho analítico. 

 

3.5.2 Estabilidade do instrumento 

 Uma das ferramentas desenvolvidas nesse software foi uma caixa 

gráfica para registro do sinal de um cromóforo ou fluoróforo ao longo do tempo, 

FIGURA 3.19. Para espécies que apresentam elevada cinética de reação foi inserido 

também uma opção de alteração de frequência de amostragem. 

O botão ―Frequência‖ envia a frequência em milissegundos da caixa de 

texto ao lado. Essa é a frequência com que são coletados os dados, salvos e 

apresentados. 

A frequência de amostragem deverá ser inserida pelo analista. Além 

disso, após a obtenção dos dados, o analista poderá salvar os dados no formato *.txt 

para posterior visualização. 

 



53 

 
FIGURA 3.19 - Caixa para estudo do sinal em função do tempo.  

 

 

 



 

 

 

4 Experimental  
―Todas as substâncias são tóxicas. Não existe substância sem toxidade.                   

É unicamente a dose que determina esta toxidade‖ 
Paracelso  

Alquimista do século 1 
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No desenvolvimento de instrumentação ou de métodos analíticos uma 

das partes essenciais em tais estudos, é a verificação do desempenho analítico. 

Para tanto, utilizam-se ferramentas estatísticas, e com estas, obtêm-se os 

parâmetros que expressam o desempenho analítico 59,100. 

Para o procedimento experimental proposto nesse trabalho foram 

realizados os seguintes testes: estabilidade do instrumento, teste do software 

desenvolvido, desempenho analítico do P2FM no modo fotométrico e fluorimétrico.  

 

4.1 ESTUDO DA ESTABILIDADE DO PROTÓTIPO 

A estabilidade é uma das características inerentes de cada instrumento 

que pode ser entendida como um parâmetro que trata das variações ou mudanças 

na resposta instrumental que ocorrem ao longo do tempo. Como o PF2M é um 

instrumento óptico, a estabilidade do mesmo é resultante de três componentes: fonte 

de alimentação, fonte de REM e sensor. 

Como descrito anteriormente, o P2FM tem uma parte óptica que 

depende diretamente da orientação do feixe de REM, que depende também da 

estrutura mecânica que o sustenta. Assim, o P2FM pode sofrer mudanças no 

alinhamento das fontes de REM devido a impacto mecânico no instrumento. 

Este protótipo possui dois LEDs tricolores idênticos. Cada um possui 

três ânodos responsáveis por emissões de REM nas regiões azul (470 nm), verde 

(528 nm) e vermelho (621 nm). Desta forma, existem seis fontes de radiação. 

Conforme a configuração apresentada na TABELA 4.1 estudou-se a 

estabilidade do PF2M. Esse estudo foi realizado em ambiente com temperatura 

controlada em 25+ 1 ºC. Aplicou-se a seguinte sequência de procedimento para 

aquisição dos dados: 

 

Conexão do P2FM no microcomputador; 

Configuração, TABELA 4.1; 

Opção salvar, para adicionar o endereço; 

Frequência, 30000 ms; 

Ativou-se a coleta dos dados. 
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TABELA 4.1 - Configuração adotada no software para teste de estabilidade do 
P2FM 

Fontea / nm Sensorb / nm 

Modo: Absorção 

470 480 

528 540 

621 750 

Modo: Excitação 

470 480 

528 540 

621 750 
aComprimento de onda de máxima intensidade. b

 Comprimento de onda de máxima 

sensibilidade. 

 

 

4.2 ESTUDO DO SOFTWARE DESENVOLVIDO 

O software desenvolvido para controlar o P2FM foi instalado em um 

notebook CCE modelo 25L+ com sistema operacional Windows XP. Para os testes, 

soluções aquosas do corante azul de metileno (1,6 × 105 mol L1) foram 

preparadas. Por diluição, concentrações menores dessa solução estoque foram 

obtidas. 

Utilizou-se fotômetro Ocean Optics ®, modelo USB-2000 para registrar 

o sinal de máxima absorbância para configuração adequada do P2FM. 

 

4.3 CALIBRAÇÃO 

A calibração instrumental59,101,102, no caso da química analítica 

quantitativa, tem por finalidade relacionar com precisão e exatidão a resposta 

analítica em função da concentração de uma espécie química de interesse (variável 

de entrada de dados). No processo de calibração instrumental busca-se controlar 

todas as condições a fim de se ter um bom desempenho. 
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A relação existente entre a resposta instrumental e a concentração, 

pode ser expressa por uma equação, a equação linear da curva analítica. Além da 

equação linear da reta, outros parâmetros podem ser obtidos utilizando-se o 

coeficiente angular da curva analítica (m, sensibilidade) e o desvio padrão (s) do 

sinal do branco.  Calcula-se então, o limite de detecção (LD, 3s/m), e o limite de 

quantificação (LQ, 10s/m)4,59,102.  

 

4.3.1 Calibração fotométrica 

Realizou-se a calibração da instrumentação proposta utilizando três 

soluções de corantes como padrão analítico: amaranto, azul brilhante e tartrazina.  

4.3.1.1 Reagentes e soluções 

O instrumento proposto foi calibrado utilizando-se os seguintes 

corantes: azul de coomassie – Azul Brilhante (Vetec), Amaranto (Aldrich) e 

Tartrazina (Sigma Aldrich), os quais foram dissolvidos em água destilada. 

Uma solução estoque de azul brilhante (1,0 × 103 mol L1) foi 

preparada dissolvendo-se 267,1 × 103 g de azul brilhante para 500,0 mL de água. A 

solução estoque de amaranto (1,0 × 103 mol L1) foi preparada com 302,2 × 103 g 

do corante amaranto para 500,0 mL de água. Uma solução de tartrazina (1,0 × 103 

mol L1) foi preparada adicionando-se 416,5 × 103 g de tartrazina para 500,0 mL de 

água. As soluções foram preparadas em balões volumétricos calibrados e, em 

seguida, foram transferidas para frascos opacos.  

 

4.3.1.2 Instrumentos  

Foi utilizada uma balança analítica Shimadzu, modelo AUW220D. 

Outrossim, empregaram-se os seguintes espectrofotômetros: a) Shimadzu®, modelo 

UV-2550, b)Ocean Optics®, modelo USB-2000, que conta com um conjunto de fibras 

ópticas de transmissão de sinal de 50 × 106 m de diâmetro e 2,0 m de comprimento 

e c) o P2FM no modo fotométrico. 
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4.3.1.3 Procedimento Analítico 

Inicialmente, utilizou-se o espectrofotômetro Shimadzu, modelo UV-Vis-

2550, para obtenção do espectro de absorbância e identificação do comprimento de 

onda de máxima absorbância de cada um dos corantes.  

A partir desses dados, identificou-se qual o LED-RGB que possui REM 

próximo ao comprimento de onda de máxima absorbância da espécie química. 

Detalhes para a escolha são apresentados TABELA 4.2, em que para o azul 

brilhante, amaranto e tartrazina foram acionados os seguintes LEDs com emissões 

em: 528, 621 e 470 nm, respectivamente, no modo fotométrico do P2FM. Os 

seguintes filtros do sensor 540, 760 e 480 nm foram também empregados, 

respectivamente.  

 

 

TABELA 4.2 - Características dos corantes utilizados na calibração do sistema 

Corante Máxima absorbância / nm LED / nm Sensor / nm 

Azul Brilhante 585 621 760 

Amaranto 522 528 540 

Tartrazina 430 470 480 

 

 

No procedimento de calibração, as soluções estoque dos corantes 

amaranto, azul brilhante e tartrazina foram preparadas por diluições para obtenção 

da curva analítica em concentração entre 1,0 × 107 mol L1 a 1,0 × 104 mol L1. 

 

4.3.2 Calibração fluorimétrica 

Dentre os compostos fluorescentes de uso comum em química 

analítica, tem-se a Rodamina 6G (R6G), que é utilizada em síntese e na 

identificação de espécies de interesse químico103-106, e a fluoresceína (FL)107 que 

tem grande aplicação na determinação de cálcio, bário e estrôncio. 
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Estes corantes foram utilizados nos procedimentos para verificação do 

desempenho analítico do P2FM no modo fluorimétrico e comparação dos resultados 

obtidos empregando-se instrumentos comerciais.  

 

4.3.2.1 Reagentes e soluções 

Foi preparada uma solução estoque de HCl (Merck) 1,0 × 105 mol L1 

com água purificada e deionizada por um sistema de purificação Milli-Q (com 

resistividade maior que 18,2 MΩ cm1), sendo padronizada convenientemente. 

Uma solução estoque de fluoresceína 1,0 × 103 mol L1 foi preparada 

dissolvendo-se 188,15 × 103 g de fluoresceína (Sigma) em uma solução ácida (HCl 

1,0 × 105 mol L1). A partir da solução estoque de fluoresceína foram preparadas 

por diluição em solução ácida (HCl 1,0 × 105 mol L1) soluções na faixa de 

concentração de 1,0 × 107 a 1,0 × 104 mol L1. 

Uma solução estoque de R6G (Sigma) 1,0 × 103 mol L1 foi preparada 

dissolvendo-se 239,5 x 103 g de R6G em 500,0 mL de água. A partir da solução 

estoque foram preparadas por diluição para uma faixa entre 4,0 × 103 e 2,4 × 103 

mol L1. 

 

4.3.2.2 Instrumentos 

Um espectrofluorímetro Shimadzu®, modelo RF5301/PC foi empregado 

para a seleção das condições experimentais e, também, para a comparação dos 

resultados obtidos com o instrumento proposto.  

O P2FM, no modo fluorimétrico e os demais aparatos estão descritos 

na seção 4.3.1.2. 

 

4.3.2.3 Procedimento Analítico 

Foram obtidos os espectros de absorbância para cada uma das 

espécies fluorescentes em concentrações diluídas. A partir desses dados, 

identificaram-se quais os comprimentos de onda de máxima absorbância de cada 

espécie em estudo. Em seguida, o espectro de emissão para cada uma desses 
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fluoróforos foi registrado. Assim, após a identificação dos comprimentos de onda de 

máxima absorção e máxima emissão configurou-se o P2FM e analisou as 

concentrações diluídas em cada um dos instrumentos. 

 

 

 

 



 

 

5 Resultados  
―O simples pode ser mais difícil do que o complexo. Você tem que trabalhar duro para 

fazer seu pensamento ficar limpo o bastante para criar o simples.‖ 

Steve Jobs  
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5.1 ESTUDO DE ESTABILIDADE DO PROTÓTIPO  

Como descrito na seção 4.1, o estudo de estabilidade do P2FM 

depende dos seguintes fatores: fonte de alimentação, fonte de REM e fotodetector. 

Assim, tomaram-se os valores de intensidade de cada uma das bandas de emissão 

dos LEDs registrando-se o sinal resultante em função do tempo.  

Os dados apresentados nas tabelas (TABELA 5.1 e TABELA 5.2), 

representam a estabilidade do P2FM tomando-se como base os dados no modo 

fotométrico e fluorimétrico, conforme configuração apresentada na TABELA 4.1. 

Inicialmente, foram registrados os sinais com as fontes de REM 

desligadas e, em seguida, estas foram acionadas e o sinal foi registrado por um 

período de 1,0 h. Os sinais apresentados foram normalizados com variação para 

uma escala de 0 a 100 para expressar todas as fontes de REM, pois os sinais 

registrados em cada um dos canais são diferentes. 

 

TABELA 5.1 - Teste de estabilidade da potência dos LEDs com o P2FM configurado 
no modo fotométrico 

Tempo / min 540 nm* / 528 nm** 480 nm* / 470 nm** 750 nm* / 621nm** 

1 99,99928 99,97954 99,99831 

2 99,99928 99,97958 99,99897 

3 99,99923 99,97958 99,99908 

4 99,99923 99,97949 99,99908 

5 99,99923 99,97958 99,99913 

10 99,99918 99,97945 99,99892 

15 99,99918 99,97941 99,99882 

20 99,99918 99,97945 99,99902 

30 99,99918 99,97937 99,99897 

40 99,99923 99,97932 99,99897 

50 99,99989 99,97937 99,99908 

60 99,99918 99,97932 99,99902 

* Fotodetector, ** LED. 
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TABELA 5.2 - Teste de estabilidade da potência dos LED com o P2FM configurado 
no modo fluorimétrico 

 

Tempo / min 540 nm* / 528 nm** 480 nm* / 470 nm** 750 nm* / 621nm** 

1 99,99928 99,99949 99,99810 

2 99,99923 99,99887 99,99810 

3 99,99923 99,99825 99,99810 

4 99,99964 99,99645 99,99810 

5 99,99918 99,99645 99,99758 

10 99,99918 99,99815 99,99845 

15 99,99918 99,99634 99,99727 

20 99,99918 99,99717 99,99753 

30 99,99918 99,99696 99,99732 

40 99,99912 99,99568 99,99799 

50 99,99918 99,99753 99,99774 

60 99,99989 99,99691 99,99810 

* Fotodetector habilitador, ** LED acionado. 
 

 

Nos dados apresentados, TABELA 5.1 e TABELA 5.2, os sinais 

registrados para o conjunto fonte de REM e sensor foram estáveis do início ao fim. 

Pode-se constatar que os ruídos para cada uma das fontes/sensor registrados 

encontram-se na terceira casa decimal. 

Assim, com base nos dados apresentados no gráfico resultante da 

estabilidade que o instrumento pode ser utilizado imediatamente após ser ligado. 

Todavia, entende-se que, por segurança, o mesmo deve ser utilizado após 5 min. 

  

5.2 ESTUDO DO SOFTWARE DESENVOLVIDO 

No estudo de reposta do instrumento com o software de gerenciamento 

obteve-se um espectro de absorção do corante azul de metileno, FIGURA 5.1 com 

auxilio de um espectrofotômetro USB-2000, Ocean Optics®.  
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FIGURA 5.1 - Espectro de absorbância obtido para o azul de metileno 1,6 × 105 mol 

L1. 

 

Como pode ser observado, a largura de banda de máxima absorção a 

meia altura do pico estende-se de 590 a 648 nm. Com base nesses dados, 

configurou-se o software de controle do P2FM da seguinte forma:  

 

Fotodetector:  sem filtro (livre) 

LED (Absorção): 621 nm 

Frequência: 10000 milesegundos (10 s) 

 

 
Esta configuração pode ser vista na FIGURA 5.2. Detalhes dos 

resultados obtidos e dos sinais que foram registrados em função do tempo para o 

azul de metileno em concentrações entre 1,6 × 106 a 1,6 × 105 mol L1. Além dos 

dados apresentados na FIGURA 5.2, um vídeo desse procedimento foi registrado 

(http://youtu.be/r-ChcgIWAd0). 

 



65 

 

FIGURA 5.2 - Registro do sinal de azul de metileno em função do tempo. A) Água 

destilada, B) 1,6 × 106 mol L1, C) 2,0 × 106 mol L1, D) 4,0 × 106 mol L1, E) 8,0 × 

106 mol L1, F) 1,2 × 105 mol L1, G) 1,6 × 105 mol L1. 

 

Como pode ser visto, FIGURA 5.2, com o aumento da concentração 

registra-se um sinal de maior magnitude, e este sinal está na sua forma digital, sem 

qualquer tratamento. O sinal que é registrado corresponde a frequência do sensor 

(seção 3.1.4). Pela estrutura do software, quanto menor a intensidade da REM que 

incide sobre o fotodetector, maior quantidade de pulsos são registrados. 

Observa-se ainda que a fonte de radiação se encontra na faixa da cor 

vermelha do espectro, confirmando que a espécie em estudo, azul de metileno, 

absorve a cor complementar. 

No início do gráfico, FIGURA 5.2, antes do ponto A, tem-se um 

patamar de sinal constante que representa o sinal inicial do P2FM, que foi habilitado 

para registrar o sinal a uma frequência de 1000 ms. Ao se adicionar a cubeta 

contendo a solução do branco, um sinal maior foi registrado, indicando uma 

absorção da intensidade luminosa, formando então o primeiro patamar, ponto A.  

Este e os demais patamares, foram registrados obtendo-se 10 pontos 

para cada um. Assim, pode-se ver que ao se retirar a cubeta, o sinal registrado 

retorna para o seu menor nível até que uma nova solução seja adicionada. 

Para a conversão dos dados de sinal digital em absorbância aplicou-se 

o logaritmo na razão entre o sinal de cada espécie pelo sinal do branco.  
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A partir dos dados obtidos nesse experimento construiu-se uma curva 

analítica, FIGURA 5.3.  
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FIGURA 5.3 - Curva analítica obtida para o azul de metileno utilizando-se o P2FM, 
configuração do software: Sensor = Livre; LED = 621 nm; Frequência = 10000 (10 s).  

 

 

Na FIGURA 5.3 tem-se uma curva analítica obtida com P2FM. Na 

curva analítica estão expressos os dados de concentração do corante azul de 

metileno para concentrações entre 1,6 × 106 e 1,6 × 105 mol L1. Os dados obtidos 

não foram realizados em replicatas, uma vez que a finalidade desse estudo foi 

mostrar o funcionamento do software de controle. Mesmo assim, obteve-se um 

coeficiente de regressão linear, 0,993, e sensibilidade de 6,6 × 104 L mol1
. 
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5.3 COMPARAÇÃO DO DESEMPENHO ANALÍTICO COM 

INSTRUMENTOS COMERCIAIS  

5.3.1 Teste de desempenho do fotômetro 

No procedimento de calibração foram selecionados três corantes: 

tartrazina, amaranto e azul brilhante, utilizados para comparação do P2FM e outros 

espectrofotômetros comerciais. Os espectros de absorbância desses corantes são 

apresentados na FIGURA 5.4, e, como pode ser observado, a faixa total de 

interação dessas espécies com a REM encontra-se dentro do espectro fotossensível 

do sensor (TCS-3200) do P2FM. 
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FIGURA 5.4 - Espectro de absorbância de azul brilhante 2,2 × 10 mol L1, 

amaranto 6,7 × 105 mol L1 e tartrazina 6,6 × 105 mol L1 em solução aquosa. 
UV/Vis-2550. 

 

 

A fim de testar os canais do sensor do P2FM correspondente aos 

comprimentos de onda de maior absorbância destes corantes, adotou-se a seguinte 

configuração apresentada na TABELA 5.3.  
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Para este estudo de calibração, as soluções estoque dos corantes 

amaranto, azul brilhante e tartrazina foram preparadas por diluições para obtenção 

da curva analítica em concentração entre 1,0 × 107 mol L1 a 1,0 × 104 mol L1. 

 

TABELA 5.3 - Características dos corantes utilizados na calibração do sistema 

Corante Máxima absorbância / nm LED / nm Sensor / nm 

Azul Brilhante 585 621 750 

Amaranto 522 528 540 

Tartrazina 430 470 480 

 

 

Na FIGURA 5.5 tem-se a curva analítica para o azul brilhante, e os 

parâmetros de desempenho analítico são apresentados na TABELA 5.4. Os dados 

mostram que a faixa linear de resposta para os instrumentos comerciais estendem-

se de 2,24 × 107 a 4,69 × 105 mol L1. O P2FM apresentou faixa linear dinâmica 

com limite inferior em 2,13 × 10 mol L1 e limite superior 4,69 × 105 mol L1. No 

entanto, o desempenho dos instrumentos comerciais apresentaram-se próximo a 

uma década para o limite inferior. Esta diferença pode estar relacionada ao 

posicionamento da fonte de REM, do LED tricolor. Como as três fontes estão no 

mesmo componente, isto é, estão no mesmo sentido, porém com direção 

ligeiramente diferente95.  

Para alinhar o sinal dos três canais da REM do LED para um ponto em 

comum, o fotodetector, deveria ser adicionado um conjunto de lentes objetivando-se 

colimar para minimizar as diferenças entre as direções das REM do LED. A adição 

destes componentes conduz a ganhos positivos, pois sinais interferentes são 

reduzidos. Como o P2FM dispensa esse tipo de componente óptico, entende-se que 

o desempenho apresentado está dentro do esperado.  

Os parâmetros LD, LQ e S para as faixas selecionadas apresentaram 

valores aproximados, especialmente quando comparado o P2FM com o USB-2000. 

Estes parâmetros são influenciados pela razão entre a concentração e o sinal 

registado. Segundo a Lei de Lambert-Beer, essa relação será maior no comprimento 

de máxima absorbância do cromóforo. No caso do P2FM, o desempenho é 
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influenciado por três fatores: faixa fotossensível do sensor, espectro de emissão da 

REM selecionada e da região de absorbância do cromóforo. Assim, o P2FM pode 

ser aplicado dentro de sua faixa de resposta sem perda no desempenho. 
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FIGURA 5.5 - Curva analítica do azul brilhante em instrumentos diferentes: UV-Vis-
2550, USB-2000 e P2FM. 

 

 

TABELA 5.4 - Dados do desempenho analítico dos instrumentos empregando-
se o cromóforo azul brilhante. 

 

R - Coeficiente de correlação (R); LD - Limite de detecção; LQ - Limite de quantificação; S - 
Sensibilidade; * - Absorbância / 585 nm; ** faixa linear: Limite inferior/Limite superior.  

 

 

Instrumento R 
LD 

 / mol L1 

LQ 

/ mol L1 

S 

/ L mol1  

Faixa ** 

/ mol L1 

UV/Vis-2550* 0,995 3,1 × 107 9,3 × 107 4,5 × 104 
2,24 × 107 / 

4,69 × 105 

USB 2000* 0,991 5,5 × 107 1,7 × 106 4,4 × 104 
2,24 × 107 / 

4,69 × 105 

P2FM 0,975 5,4 × 107 1,6 × 10 3,5 × 104 
2,13 × 106 / 

4,69 × 105 
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A curva analítica para o amaranto, FIGURA 5.6, mostra que a 

inclinação da reta foi maior para os instrumentos comerciais, e o P2FM possui menor 

sensibilidade analítica. Entretanto, o limite inferior da faixa linear de resposta para o 

amaranto está em consonância com aqueles obtidos empregando-se os 

instrumentos comerciais que àquele realizado com o azul brilhante.  

O cromóforo amaranto em parte tem maior vantagem que o azul 

brilhante porque o comprimento de onda fonte selecionada (LED, 528 nm) é bem 

próximo ao pico de máxima absorbância do amaranto (522 nm). Por outro lado, a 

fonte de REM do azul brilhante (LED, 621 nm) não encontra-se próxima ao pico de 

máxima absorbância (585 nm). 

 

 

 

FIGURA 5.6 - Curva de calibração de solução de amaranto em três instrumentos 
diferentes: UV-Vis-2550, USB-2000 e P2FM. 
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TABELA 5.5 - Dados do desempenho analítico dos instrumentos empregando-
se o corante amaranto. 

R - Coeficiente de correlação (R); LD - Limite de detecção; LQ - Limite de quantificação; S - 
Sensibilidade; * - Absorbância / 522 nm, ** faixa linear: Limite inferior/Limite superior.  
 

 

 

A curva analítica obtida para a tartrazina, FIGURA 5.7, e os parâmetros 

do desempenho analítico, TABELA 5.6, foram obtidos selecionando-se a 

configuração apresentada na TABELA 5.3.  

Baseando-se no comprimento de onda de máxima absorbância, foram 

realizados os ensaios analíticos para comparação do desempenho analítico do 

protótipo proposto e dos instrumentos comerciais (UV/Vis-2550 e USB 2000), 

medindo-se a absorbância em 430 nm. No entanto, o P2FM foi configurado no modo 

absorbância ligando-se o LED em 470 nm e o sensor em 480 nm. Essa configuração 

pode ser utilizada, uma vez que a faixa de absorção da tartrazina é larga o suficiente 

para permitir uma boa sensibilidade, mesmo não realizando as medidas a 430 nm. 

 

 
 

Instrumento R 
LD / 

mol L1 

LQ / 

mol L1 

S / 

L mol1 

Faixa ** / 

mol L1 

UV/Vis-
2550* 

0,991 1,1 × 107 3,3 × 10 1,96 × 105 
4,94 × 107/ 

4,05 × 105 
 

USB 2000* 0,998 6,6 × 108 2,0 × 107 1,95 × 105 
9,26 × 107  / 

4,05 × 105 

P2FM 0,997 1,6 × 10 4,8 × 107 1,52 × 105 

 

1,22 × 106 / 

4,05 × 105 
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FIGURA 5.7 - Curva analítica da tartrazina em três instrumentos diferentes: UV-Vis-
2550, USB-2000 e P2FM. Máxima absorbância em 430 nm. 

 
 
 
 
 
 
TABELA 5.6 - Dados do desempenho analítico dos instrumentos frente ao 
cromóforo tartrazina. 

Instrumento R 
LD 

/ mol L1 

LQ 

/ mol L1 

S 

/ L moL1 

Faixa ** 

/ mol L1 

UV/Vis-2550* 0,999 2,8 × 10 8,5 × 107 2,23 × 104 
5,53 × 107 /  

6,60 × 105  

USB-2000* 0,999 4,7 × 107 1,4 × 106 1,96 × 104 5,53 × 107 / 

6,60 × 105 

P2FM 0,994 1,9 × 106 5,9 × 106 2,21 × 104 5,53 × 107 / 

5,28 × 105  

R - Coeficiente de correlação (R); LD - Limite de detecção; LQ - Limite de quantificação; S - 
Sensibilidade; * - Absorbância / 430 nm; ** faixa linear: Limite inferior/Limite superior.  

 

 

A partir dos dados apresentados, o P2FM (modo fotométrico) 

apresentou um desempenho analítico próximo dos desempenhos obtidos 

empregando-se os instrumentos comerciais, mesmo sendo um instrumento 

constituído de um fotodetector e fonte de radiação simples, conferindo ao 
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instrumento desenvolvido um menor consumo energético e robustez para o seu 

emprego em campo (in situ). 

O estudo para se encontrar a maior razão entre intensidade de REM do 

LED e a fotossensibilidade do sensor, pode levar a um maior desempenho do 

instrumento45,47. No caso do P2FM, a maior razão da intensidade de REM e 

fotossensibilidade pode ser encontrada substituindo-se a resistência do LED, seção 

3.2.4. Porém, esse estudo não foi realizado com P2FM, uma vez que o instrumento 

estava com todas as partes (óptica e eletrônica) acomodadas mecanicamente, não 

permitindo assim qualquer alteração do sistema: óptico, eletrônico ou mecânico para 

realização dos estudos seguintes. 

Os instrumentos comerciais apresentados nesses estudos têm 

algumas características próprias. O espectrofotômetro USB-2000 (Ocean Optics®) 

que conta com uma fonte de radiação (SL-1)108 de 6,5 W (lâmpada de halogênio, 

~900h) e 1,5 A (5 VCC) tempo de estabilização de ~30 min. Enquanto o 

espectrofotômetro UV-VIS 2550109, um equipamento de bancada, possui fonte de 

radiação de 50 W (lâmpada de halogênio, ~2000h) e consumo de energia de 250 VA 

(50/60 Hz, AC 100-220). 

Levando-se em consideração o consumo energético e o desempenho 

apresentado (LQ, LD e faixa linear de resposta), o P2FM pode-se se enquadrar 

como melhor a alternativa para aplicações analíticas simples. 

 

5.3.2 Teste de desempenho do fluorímetro  

No procedimento de calibração foram tomados três compostos, azul de 

metileno (AM), fluoresceína (FL) e Rodamina 6G (R6G), utilizados na comparação 

de desempenho do P2FM frente aos instrumentos comerciais USB-2000 (Ocean 

Optics®) e RF5301/PC (Shimadzu®). 

Nas FIGURAS 5.12 e 5.13 têm-se os gráficos de absorbância e 

fluorescência de FL e R6G obtidos com o espectrofotômetro UV/Vis-2550 

(Shimadzu®) e o espectrofluorímetro RF5301/PC, respectivamente. Os 

comprimentos de onda de máxima absorbância encontram-se em 490, 527 nm, 

FIGURA 5.9, para FL e R6G, respectivamente. Utilizando estes comprimentos de 

onda, tem-se o espectro de emissão destas espécies, com máxima emissão em 515 

nm e 553 nm, para FL e R6G, respectivamente. 
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FIGURA 5.8 - Espectro de absorbância de soluções de FL (4,0 × 106 mol L1) e 

R6G (2,4 × 105 mol L1). 

 

 



75 

500 550 600 650 700

0

20

40

60

80

100

 

 

F
lu

o
re

s
c
e

n
c
ia

 R
e

la
ti
v
a

 /
 %

Comprimento de onda / nm

 FL

 R6G

 
FIGURA 5.9 - Espectro de emissão fluorescente normalizado de soluções de FL (λ = 

490 nm, 4,0 × 106 mol L1) e R6G (λ = 560 nm, 1,6 × 105 mol L1). 

 

O deslocamento entre o pico de máxima absorbância e o de máxima 

fluorescência se devem ao desvio de Stokes. O desvio de Stokes para FL e R6G foi 

de 25 e 26 nm, respectivamente. Devido a este desvio apresentado pelos 

fluoróforos, torna-se mais fácil detectar os comprimentos de ondas da fluorescência. 

A fluoresceína possui a largura de banda de máxima absorção a meia 

altura do pico entre 471,8 e 503,3 nm. Na FIGURA 5.10, tem-se o espectro de 

emissão da fluoresceína que foi excitada em 490 nm com comprimento de onda de 

máxima emissão em 515 nm. Com base nesses dados, buscou-se selecionar a 

melhor configuração do P2FM que responde a este fluoróforo. Assim, configurou-se 

o software de controle do P2FM da seguinte forma: 

 

Fotodetector: 540 nm 

LED (excitação): 470 nm 

Frequência: 10000 milesegundos (10 s) 
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Na FIGURA 5.10 são apresentados os dados de uma curva analítica 

obtida com solução de fluoresceína com excitação em 490 nm e pico de máxima 

emissão em 515 nm, otimizando-se assim as melhores condições para os 

instrumentos comerciais.  
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FIGURA 5.10 - Curvas analíticas obtidas para a fluoresceína (λexc. 470 nm, λem 515 
nm) em três instrumentos diferentes: RF5301-PC, USB-2000 e P2FM.  

 

Os parâmetros analíticos obtidos a partir dos dados apresentados na 

FIGURA 5.10 estão na TABELA 5.7. A faixa linear obtida para o instrumento que 

apresentou melhor resposta, RF5301-PC, estendeu-se de 1,60 × 107 mol L1 a 2,40 

× 106 mol L1. Por outro lado, o P2FM e o USB-2000 apresentaram desempenhos 

similares. No entanto, como o P2FM apresentou desvio menor que aqueles 

empregando-se o USB-2000, os LD, LQ e R foram melhores. 

Como mostrado, o RF5301-PC apresentou uma curva analítica com 

maior coeficiente angular, isto é, respondendo mais intensamente à variação de 

concentração que os demais instrumentos (maior sensibilidade). Os resultados 
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obtidos são devidos a faixa de radiação fluorescente que incide sobre o fotodetector 

ter sido selecionada por um conjunto óptico com uma fenda, resultando assim, em 

uma maior sensibilidade.    

 

TABELA 5.7 - Dados do desempenho analítico dos instrumentos empregando-se a 
fluoresceína 

R - Coeficiente de correlação (R); LD - Limite de detecção; LQ - Limite de quantificação; S - 

Sensibilidade; * λexc. 490 nm, λem 515 nm; ** faixa linear: Limite inferior/Limite superior.  

 
 
 
 

No estudo da seleção da melhor configuração do P2FM para a 

detecção de R6G, configurou-se o software de controle do P2FM da seguinte forma: 

 

Fotodetector: 750 nm 

LED (excitação): 528 nm 

Frequência: 10000 milesegundos (10 s) 

 

 
Na FIGURA 5.11 são apresentados os dados de uma curva analítica 

obtida com soluções de Rodamina 6G com excitação em 530 nm e pico de máxima 

emissão em 553 nm. Os parâmetros analíticos obtidos a partir dos dados 

apresentados na FIGURA 5.11 estão apresentadas na TABELA 5.8. 

 

Instrumento R 
LD / 

mol L1 

LQ / 

mol L1 

S / 

L mol1 

Faixa ** / 

mol L1 

RF5301-PC* 0,999 3,9 × 10 1,2 × 10 4,28 × 107 
1,60 × 107 / 

2,40 × 106  

USB 2000* 0,995 1,2 × 10 3,6 × 10 2,46 × 107 
4,00 × 107 / 

4,60 × 106 

P2FM 0,997 8,3 × 108 2,5 × 107 2,52 × 107 
2,40 × 107 / 

4,60 × 106 
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FIGURA 5.11 - Curva analítica da Rodamina G (λexc. 530 nm, λem 553 nm) em três 
instrumentos diferentes: RF5301-PC, USB-2000 e P2FM.  

 

Os parâmetros analíticos obtidos a partir dos dados apresentados na 

FIGURA 5.11 estão na TABELA 5.8. O instrumento que apresentou melhor resposta, 

RF5301-PC, obteve uma faixa linear que estendeu-se de 4,0 × 106 mol L1 a 1,6 × 

105 mol L1. Ao passo que, o P2FM e o USB-2000 apresentaram desempenhos 

similares. O P2FM apresentou parâmetros melhores que o USB-2000. 

 
 
TABELA 5.8 - Dados do desempenho analítico dos instrumentos empregando R6G 

R - Coeficiente de correlação (R); LD - Limite de detecção; LQ - Limite de quantificação; S - 

Sensibilidade; * - λexc. 530 nm, λem 553 nm ; ** faixa linear: Limite inferior/Limite superior.  

Instrumento R 
LD / 

mol L1 

LQ / 

mol L1 

S / 

L mol1 

Faixa ** / 

mol L1 

RF5301-PC * 0,999 1,97 × 108 6,58 × 108 5,27 × 106 4,0 × 106 

/ 1,6 × 105 

USB 2000* 0,998 1,30 × 107 4,35 × 107 2,60 × 106 
2,4 × 106 

/ 4,0 × 105 

P2FM  0,999 4,79 × 108 1,60 × 107 3,27 × 106 
1,6 × 106 

/ 3,2 × 105 



 

 

 

6  Aplicações 
Devemos dar algumas pérolas aos porcos para que um dia não digam 

que não tiveram oportunidade.
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Para demonstrar algumas das possíveis aplicações do P2FM 

envolvendo a multitarefa em um único instrumento, esse equipamento foi 

empregado em três procedimentos analíticos distintos para a: a) determinação da 

estequiometria de um complexo cromogênico, b) determinação de sulfito, e c) 

determinação de cálcio em água mineral. 

6.1 DETERMINAÇÃO ESTEQUIOMÉTRICA DE UM COMPLEXO 

 

6.1.1 Objetivo específico 

Teve-se como objetivo aplicar o P2FM no modo fotométrico como 

alternativa para a determinação da constante de estabilidade de um complexo, a 

razão estequiométrica empregando-se reagente comumente encontrado em 

laboratório de ensino de química: Fe2+ e o-fenantrolina (o-Fen).  

 

6.1.2 Soluções e reagentes 

Preparou-se uma solução de Fe2+ 1,0 × 103 mol L1 em tampão ácido 

acético/acetato pH 4,5. Para isso, dissolveu-se 139,0 mg de FeSO4.7H2O (Merck) 

em tampão para 500 mL. 

Uma solução de o-Fen (1,0 × 103 mol L1) foi preparada dissolvendo-

se 90,2 × mg de o-Fen (Synth) em 500 mL de uma solução de tampão ácido 

acético/acetato pH 4,5. 

A solução tampão ácido acético/acetato (pH 4,5) foi preparada 

dissolvendo-se 8,2 g de acetato de sódio (Synth) diluído em 700 mL de água, em 

seguida, com auxílio de um pHmetro e sob agitação adicionou-se ácido acético 

(Synth) concentrado até que o alcançar o pH 4,5. Depois, transferiu-se essa solução 

para um balão volumétrico de 1,0 L e completou-se o volume83. 
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6.1.3 Aparatos e instrumentação 

A determinação do pH das soluções foi efetuada empregando-se um 

―pHmetro‖ digital ORION, modelo EA-940, conectado a um eletrodo combinado de 

vidro (Digimed) com um eletrodo de referência de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L−1). 

Uma balança analítica Shimadzu, modelo AUW220D (com precisão de 

± 0,01 mg) foi utilizada na medição das massas dos reagentes. 

Foi empregado o P2FM no modo fotométrico, com o LED selecionado 

para a REM em 528 nm e canal do sensor em 540 nm. 

 

6.1.4 Procedimento analítico 

O procedimento experimental foi realizado conforme apresentados na 

TABELA 6.1. Após a adição dos volumes dos reagentes, Fe2+ (1,0 × 103 mol L1) e 

o-Fen (1,0 × 103 mol L1) , o volume final (25,0 mL) foi obtido completando-se 

solução de tampão ácido acético/acetato pH 4,5, resultando em uma solução diluída.  
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TABELA 6.1 - Volume de soluções de Fe2+ 1,0 × 103 mol L1 e de o-fen 1,0 × 103 

mol L1 adicionados, concentração final e proporção. 

Exp. 

Volume adicionado 
(mL) 

Concentração final 

(mol L1)* 
Proporção 

V(Fe2+) V(o-fen) Fe2+ o-Fen  Fe2+: o-Fen 

1 1 1 4,0 × 10 4, 0 × 10 1:1 

2 1 2 4, 0 × 10 8, 0 × 10 1:2 

3 1 3 4, 0 × 10 1,20 × 10 1:3 

4 1 4 4, 0 × 10 1,60 × 10 1:4 

5 1 5 4, 0 × 10 2,00 × 10 1:5 

6 1 6 4, 0 × 10 2,40 × 10 1:6 

7 1 7 4, 0 × 10 2,80 × 10 1:7 

8 1 8 4, 0 × 10 3,20 × 10 1:8 

9 1 9 4, 0 × 10 3,60 × 10 1:9 

10 1 10 4, 0 × 10 4,00 × 10 1:10 

* Volume final  = 25,0 mL. 

 

 

6.1.5 Resultados e discussões 

Conforme descrito no procedimento analítico, os resultados obtidos são 

apresentados na TABELA 6.2. A partir do terceiro experimento, o sinal de 

absorbância permaneceu constante, indicando que a quantidade máxima para a 

formação do cromóforo foi atingida. Desta forma, todo excesso adicionado não 

alterou o sinal de absorbância significativamente. 
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TABELA 6.2 - Resultados obtidos usando-se o método da razão molar com o P2FM 

Exp
. 

Volumes adicionados / mL Absorbância 

 
o-Fen Fe2+ Réplicas Média 

1 1 1 0,183 0,181 0,189 0,183 

2 2 1 0,375 0,369 0,368 0,371 

3 3 1 0,516 0,531 0,533 0,527 

4 4 1 0,546 0,542 0,535 0,541 

5 5 1 0,542 0,546 0,55 0,546 

6 6 1 0,541 0,56 0,556 0,552 

7 7 1 0,554 0,551 0,548 0,551 

8 8 1 0,561 0,576 0,558 0,565 

9 9 1 0,54 0,544 0,55 0,545 

10 10 1 0,541 0,576 0,55 0,556 

[o-Fen] = [Fe
2+ 

] = 1,0 × 10
 

 mol L
1

. 

 
 
 
 

A partir dos dados apresentados na TABELA 6.2, construiu-se um 

gráfico da absorbância do complexo formado em função da adição de o-Fen, 

FIGURA 6.1. Pode-se notar que para adições de o-Fen (1,0 × 103 mol L1) maior ou 

igual a 3,0 mL os experimentos não apresentaram mudança significativa na 

absorbância, indicando que a reação atingiu a máxima formação do produto. Neste 

caso, operando-se numa situação fora da saturação do sensor, pode-se concluir que 

no ponto em que a adição de um dos reagentes não muda mais a absorbância, 

atingiu-se a razão entre as quantidades de matéria de o-Fen e Fe2.  
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FIGURA 6.1 - Absorbância em função da adição de o-Fen (1,0 × 10 mol L1) 

contendo Fe2+ (4,0 ×105 mol L1) em tampão ácido acético/acetato (pH 4,5). 

 

 

Em cada um dos experimentos foi adicionado 1,0 mL de solução de 

Fe2+ e, quando se adicionou 3,0 mL da solução de o-Fen, atingiu-se a maior 

absorbância, caracterizada pelo ponto de interseção. Neste ponto foi determinada a 

razão em quantidade de matéria de o-fenantrolina:Fe2, sendo igual a 3:1, como 

apresentado na EQUAÇÃO 6.9. 

 

 

           (     )  [  (     ) ]
   (6.9) 

 

 
Conhecendo-se a razão em quantidade de matéria de o-fenantrolina e 

Fe2, foi possível calcular ε, [Fe2+] e [o-Fen]. Assim, tomou-se como referência a 

absorbância média das absorbâncias obtidas nos experimentos 3, 4, 5, 6 e 7. O 

valor encontrado foi igual a 0,546, ou seja, a partir da média de pontos após a 
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interseção. Este valor foi empregado para no cálculo do coeficiente de absortividade 

molar do complexo formado ([  (     ) ]
  ), empregando-se a EQUAÇÃO 6.10. 

   
 

  [   ]
 

     

  (        )
                           (6.10) 

 

 

No cálculo da concentração do ML3, [   ]  no ponto de intersecção, foi considerada 

a absorbância nesse ponto, A = 0,536, empregando-se a EQUAÇÃO 6.11: 

 

 [   ]      ⁄  
     

             
                    (6.11) 

 

e também a concentração total de Fe2+ e de o-Fen na solução são 4,0 × 105 mol L1 

e 12,0 × 105 mol L1, respectivamente. Assim, as concentrações das espécies livres 

de Fe2+ e de o-Fen no equilíbrio são obtidas a partir das EQUAÇÕES 6.12 e 6.13.  

 

 [    ]                                          (6.12) 

 

 

 [     ]              (            )                    (6.13) 

 

 

Aplicando-se os dados na EQUAÇÃO 6.14, obtém-se a constante de 

formação: 

 

       
           

(          ) (          ) 
              (6.14) 

 

A constante de estabilidade do complexo obtida empregando-se o 

equipamento desenvolvido foi igual a 5,04 × 1018. Este valor é concordante com o 

valor da literatura de 6,2 × 1018 110-113.  
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6.2 DETERMINAÇÃO DE SULFITO 

 

6.2.1 Objetivo específico 

 Determinar sulfito em amostras de bebidas e possíveis interferentes ao 

método fotométrico.  

 

6.2.2 Soluções e reagentes 

A solução tampão ácido acético/acetato (pH 4,5) e o-Fen (1,0 × 103 

mol L1) foram preparadas conforme seção 6.1.3. 

Uma solução de sulfito de sódio anidro (1,0 x 102 mol L1), Sigma-

adrich, foi preparada dissolvendo-se 0,6302 g do reagente em 500 mL de solução 

tampão ácido acético/acetato (pH 4,5). 

Uma solução estoque de Fe(III) (5,0 × 102 mol L1) foi preparada 

dissolvendo o sal (Fe(NO3)3.9H2O, Sigma-Adrich), em solução de ácido sulfúrico,  

95-98 % (Qhemis) 0,5 mol L1. Para aplicação, esta solução foi diluída para 1,0 × 

103 mol L1 em tampão ácido acético/acetato (pH 4,5). 

As seguintes soluções para os testes de interferentes foram 

preparadas adicionando as massas de sacarose (500,0 mg, Aldrich), glicose (500,0 

mg, Sigma), frutose (500,0 mg, Aldrich), aspartame (1,9 mg, Natural Pharma), 

ciclamato (3,3 mg, Sigma), sacarina (0,8 mg, Aldrich), ácido fumárico (50,0 mg, 

Aldrich), ácido ascórbico (2,5 mg, Sigma), ácido cítrico (7,5 mg, Dinâmica) e ácido 

tartárico (7,5 mg, Reagen) em tampão acetato, sendo então o volume completado 

para 25 mL com solução de sulfito (350 mg/L = 4,37 × 103 mol L1 ) em tampão 

ácido acético/acetato (pH 4,5). 
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6.2.3 Instrumentos e aparatos 

A determinação dos pHs das soluções foi realizada empregando-se um 

pHmetro digital ORION, modelo EA 940, conectado a um eletrodo combinado de 

vidro Digimed com um eletrodo de referência de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L−1). 

Foram também empregados: 

Um espectrofotômetro Shimadzu, modelo Uv/Vis-2550. 

Um espectrofotômetro Ocean optics, USB-2000, dotado de um 

conjunto de fibras ópticas e suporte para cubeta de 1,0 cm. 

Uma balança analítica Shimadzu, modelo AUW220D. 

O P2FM, no modo fotométrico. 

 

 

6.2.4 Procedimento experimental 

A reação usada para determinação do sulfito se dá pela formação de 

um cromóforo de cor vermelho-amarelado indicado, referente ao complexo formado, 

([  (     ) ]
  )88.  

Primeiramente forma-se o complexo ([Fe(o-Fen)3]
3+), obtido a partir da 

reação entre Fe(III) e o-Fen (       ), EQUAÇÃO 1.1585. Este complexo apresenta-

se translucido em solução, não absorvendo radiação eletromagnética na faixa visível 

do espectro. Em seguida, a adição de sulfito (    
 ) em um meio contendo o 

complexo ([Fe(o-Fen)3]
3+), o sulfito reduz o Fe(III) do complexo ([Fe(o-Fen)3]

3+) a 

Fe(II), EQUAÇÃO 6.16. Após a reação da redução do ferro o complexo, 

([  (       ) ](  )
  ), apresenta a cor vermelho-amarelado de máxima absorbância 

em 510 nm. 

 

 

    (  )
     (       )(  )       [  (       ) ](  )

            (6.15) 

 

  [  (       ) ](  )
        (  )

     ( )      [  (       ) ](  )
       (  )

      (  )
   

  (6.16) 
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Para a obtenção da curva analítica, foram adicionados em balões 

volumétricos de 25,0 mL, 1,5 mL da solução de Fe(III) 1,0 × 103 mol L1 seguido 

pela adição de 5,0 mL de o-Fen 1,0 × 103 mol L1. Após, adicionou-se o agente 

redutor (analito), solução do íon    
   1,0 × 103 mol L1, em uma faixa de volume 

entre 10,0 × 106 L a 2,0 × 103 L. Em seguida, completou-se o volume do balão com 

o tampão ácido acético/acetato (pH 4,5).  

Para determinação da concentração das amostras foram adicionados 

em balões volumétricos de 25 mL, 1,5 mL da solução de Fe(III) 1,0 × 103 mol L1, 5 

mL de o-Fen 1,0 × 103 mol L1, em seguida adicionou-se o volume de 1,0 mL das 

amostras e completou-se o volume com o tampão ácido acético/acetato (pH 4,5). As 

amostras que apresentaram concentração fora da curva analítica foram diluídas. 

No estudo dos interferentes foram adicionados em um balão 

volumétrico de 25,0 mL, 1,5 mL da solução de Fe(III) 1,0 × 103 mol L1 seguido pela 

adição de 5,0 mL de o-Fen 1,0 × 103 mol L1. Após, adicionou-se 114,4 µL da 

solução de interferente. Em seguida, completou-se o volume do balão com o tampão 

ácido acético/acetato (pH 4,5).  

 

6.2.5 Resultados 

Na FIGURA 6.2 são apresentados os espectros obtidos da reação 

entre diferentes concentrações dos íons sulfito de 3,0 x 104 a 10,0 × 104 mol L1 

em concentração constante do íon complexo [  (     ) ]
    (6,0 × 105 mol L1) 

em tampão ácido acético/acetato (pH - 4,5) empregando-se com o 

espectrofotômetro UV/Vis-2550. 
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FIGURA 6.2 - Gráfico de concentrações do íon sulfito em solução de [Fe(o-Fen)3]
3+ 

(6,0 × 105 mol L1) em tampão ácido acético/acetato (pH - 4,5). 
 

Baseando-se no comprimento de onda de máxima absorção do 

cromóforo formado, como era esperado, foram realizados os estudos da curva  

analítica em 510 nm em três instrumentos distintos. Ao passo que, no P2FM 

configurou-se a fonte em 528 nm e o canal 1 do sensor (sem filtro).  

Na FIGURA 6.3 são apresentados dados das curvas analíticas obtidas 

com instrumentos diferentes para concentrações do íon sulfito em solução contendo 

íon complexo, [  (     ) ]
   (6,0 x 105 mol L1) em tampão ácido 

acético/acetato (pH 4,5). 
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FIGURA 6.3 – Curvas analíticas do íon sulfito em solução de íons complexo [Fe(o-

Fen)3]
3+  (6,0 × 105 mol L1) em tampão ácido acético/acetato (pH – 4,5) 

 

A curva analítica obtida com o instrumento P2FM foi a que apresentou 

maior coeficiente angular (sensibilidade). O maior coeficiente angular da curva 

analítica deve-se a alguns fatores como: a ampla faixa de absorbância no espectro 

do cromóforo e da seleção do canal 1 do sensor. A largura de banda a meia altura 

do complexo formado estende de 441 nm a 538 nm e o canal do sensor 

selecionado, canal 1, tem melhor fotossensibilidade. 

Os parâmetros de desempenho analítico dos instrumentos nesse 

método foram calculados, e os resultados obtidos encontram-se na TABELA 6.3.  

Melhor desempenho do P2FM para LD, LQ e S estão diretamente relacionados ao 

canal do sensor selecionado. 
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TABELA 6.3 - Comparação dos valores de R, LD, LQ e S entre instrumentos para o 
método de determinação de sulfito 

Instrumento R 
LD / 

mol L1 

LQ / 

mol L1 

S / 

L mol1 

F 

/ mol L1 

UV/Vis-
2550* 

0,997 1,4× 106 4,2× 106 11,3 × 103 1,50 × 106 

/ 4,95 × 105 

USB 2000* 0,994 1,3× 106 3,8× 106 11,1 × 103 2,47 × 106 

/ 3,95 × 105 

P2FM 0,963 1, 2× 106 3,7× 106 13,3 × 103 2,47 × 106 

/ 3,95 × 105 

R - Coeficiente de correlação (R); LD - Limite de detecção; LQ - Limite de quantificação; S – 
Sensibilidade; F – Faixa de resposta; * - Absorbância / 510 nm. 

 

6.2.5.1 Testes de interferência em potencial 

No teste dos interferentes em potencial foram estudadas algumas das 

principais substâncias concomitantes com os agentes sulfitantes em amostras de 

bebidas. Para o levantamento de amostras com essas características, buscou-se na 

norma brasileira92,114 referência das espécies e suas concentrações, TABELA 6.4.  

A concentração das substâncias frutose, glicose e sacarose possuem 

apenas limite mínimo de concentração, dado em termo de Brix. Então, considerou-

se um valor superior ao Brix114. Para as demais substâncias foram considerados 

seus valores máximos permitidos92.  

O estudo de interferência do método foi realizado adicionando-se estas 

substâncias separadamente em solução contendo concentrações do íon sulfito 350 

× 10g L1, em tampão ácido acético/acetato (pH 4,5). 
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TABELA 6.4 - Algumas substâncias adicionadas e encontradas em bebidas 
alimentícias. Concentrações selecionadas para estudo de interferentes.  

Interferente Concentração / g L1 Tipo de amostra 

Sacarose* 20,0 Bebidas naturais  

Glicose* 20,0 Bebidas naturais  

Frutose* 20,0 Bebidas naturais 

Aspartame 
(artificial)** 

0,075  Bebidas dietéticas 

Ciclamato 
(artificial)** 

0,130  Bebidas dietéticas 

Sacarina (artificial)** 0,030 Bebidas dietéticas 

Ácido fumárico** 2,0 Refrescos e refrigerantes 

Ácido ascórbico** 0,1 Vinho 

Ácido cítrico** 3,0 Bebidas alcoólicas mistas 

Ácido tartárico** 3,0 Bebidas alcoólicas mistas 

*MAPA - Portaria 544/1998 ,** Limite máximo segundo a CNS/MS Nº 4(1988). 

 

Segundo os dados apresentados, TABELA 6.5, pode-se verificar que 

algumas substâncias apresentam interferências significativas. As substâncias que 

causaram maiores interferências em ordem decrescente foram o ácido tartárico, 

ácido cítrico e o ácido ascórbico, resultando nas concentrações 20,0, 15,6 e 0,6 × 

103 mol L1, respectivamente.  

Nesse sentido verifica-se que o ácido tartárico embora em 

concentração em quantidade de matéria próxima ao do ácido cítrico, sua 

interferência foi mais do que três vezes maior.  

O ácido ascórbico88,115, outro agente redutor forte, apresentou uma 

interferência de 13,1%. No entanto, a concentração máxima permitida de 5,68 × 10 

mol L nestas amostras, é cerca de oito vezes menor que a concentração de sulfito 

(4,37 × 10 mol L) nas amostras. 

As demais substâncias não apresentaram interferência significativa 

(máximo de 5 %), mesmo estando em elevada concentração como é o caso da 

sacarina, ciclamato, aspartame, glicose, sacarose e frutose.  
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TABELA 6.5 - Efeito de aditivos comuns em bebidas 

Aditivos (Interferentes) Interferência (%) 

Sacarose 3,3 

Glicose 2,7 

Frutose 4,8 

Aspartame 2,5 

Ciclamato 3,0 

Sacarina 2,9 

Ácido fumárico 2,3 

Ácido ascórbico 13,1 

Ácido cítrico 9,4 

Ácido Tartárico 38,8 

 

 

6.2.6  Determinação de sulfito em amostras alimentícias 

Este método foi aplicado na determinação de sulfito em amostras 

alimentícias que contém agentes sulfitantes. As amostras foram adquiridas em 

mercado local, São Carlos – SP, TABELA 6.6 

Para análise dessas amostras alguns cuidados foram tomados para 

garantir a origem do sinal referente à reação entre o agente sulfitante com Fe (III), 

seguido da reação com o-Fen. 

Durante o experimento verificou que as amostras Am1, Am2, Am3 e 

Am8 apresentaram erro maior que o esperado. O procedimento realizado sem a 

adição de Fe II e verificou-se que essas amostras apresentavam coloração 

característica da formação do complexo [Fe(o-Fen)3]
2+. Além disso, para o suco de 

caju (Am3) descontou-se o sinal de turbidez 47, realizando-se o procedimento sem a 

presença do agente complexante e, em seguida, subtraindo-se ao resultado obtido 

pelo método proposto. 
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TABELA 6.6 - Resultado da determinação de sulfito em amostras comerciais 

Amostras 

Método de 
referência 

/ mg L1 

Método proposto  

/ mg L1 

Erro relativo 
(%) 

Am1 - cooler com vinho 109,2  110,4  +1,15 

Am2 - vinho branco  198,9 191,8 ─3,58 

Am3 - suco de caju 
concentrado 

348,7 356,7 +2,28 

Am4 - água de coco 101,8 105,2 +3,71 

Am5 - água de coco 247,7 246,4 ─0,51 

Am6 - água de coco 170,8 166,6  ─2,46 

Am7 – vinagre de álcool 59,4  59,9  +2,82 

Am8 - vinagre de frutas 177,2  170,2  ─3,55 

(1) replicas = 3.  

. 

 

 

Após aplicar o teste t-pareado para os resultados obtidos empregando-

se o método de referência e o método proposto, o valor de t calculado foi de 0,66 o 

qual é menor do que o valor crítico (2,36, α = 0,05). Pode-se concluir então que não 

há diferença significativa entre os resultados obtidos, empregando-se os dois 

métodos analíticos, em um nível de confiança de 95%. 

 

6.2.7 Estudo do efeito da matriz  

As amostras foram submetidas ao teste de recuperação de sulfito para 

avaliar possíveis efeitos de matriz. Os testes foram realizados adicionando 70,0 mg 

L1 de SO3
2-, equivalente a 20% do máximo permitido, nas amostras. Os valores de 

recuperação para cada uma das amostras e o erro relativo podem ser vistos na 

TABELA 6.7. 
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TABELA 6.7 - Estudo de adição e recuperação de sulfito (70,0 mg L1) em amostras 
comerciais. 

Amostras 
Adição 

/ mg L1 
Encontrado 

/ mg L1 
 % Encontrado 

Am1 - cooler com vinho 70,0 63,4  90,5 

Am2 - vinho branco  70,0 70,5  100,7 

Am3 - suco de caju  70,0 68,6  98,0 

Am4 - água de coco 70,0 71,7  102,4 

Am5 - água de coco 70,0 72,2  103,2 

Am6 - água de coco 70,0 69,8  99,7 

Am7 – vinagre de alcool 70,0 73,1  104,4 

Am8 - vinagre de frutas 70,0 68,8  98,3 

(1) replicas = 3. 

 

 

O maior erro relativo foi obtido para a amostra Am1, sendo de 90,5 %. 

Os demais valores estão dentro da faixa de recuperação aceitável116. 

 

 

6.3 DETERMINAÇÃO DE CÁLCIO E MAGNÉSIO EM ÁGUA 

MINERAL 

6.3.1  Objetivo específico 

Determinar a concentração total de Ca2+ e Mg2+ em amostras de água 

mineral.  

Demonstrar o desempenho do P2FM no modo fluorimétrico.  
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6.3.2 Soluções e reagentes 

Preparou-se uma solução de hidróxido de potássio (Synth) 0,4 mol L1 

dissolvendo-se 11,22 g de KOH em 500,0 mL de água deionizada. 

Uma solução de HCl 0,1 mol L1 foi preparada diluindo-se 4,2 mL de 

HCl (Synth) para 500 mL de água. 

A solução padrão de carbonato de cálcio (0,5 x 103 mol L1) foi obtida 

adicionando-se 250,2 mg de carbonato de cálcio (Sigma-Aldrich) em 500,0 mL de 

solução ácida (HCl 0,1 mol L1).  

Uma solução padrão de calceína (96,4 ×106 mol L1) foi preparada 

dissolvendo-se 15,0×103 g de calceína em 250 mL de solução básica (KOH, 0,4 mol 

L1). Essa solução foi armazenada ao abrigo da luz e usada em até de 24 h 

apresentar baixa estabilidade.  

A água utilizada neste trabalho foi purificada e deionizada por um 

sistema de purificação Milli-Q (com resistividade maior que 18,2 MΩ cm1). 

 

6.3.3  Instrumentos e aparatos 

Os espectros de emissão foram obtidos sob temperatura controlada (24 

°C) em um espectrofluorímetro Shimadzu modelo RF5301/PC dotado de uma 

lâmpada de xenônio de 150 W e uma fotomultiplicadora do tipo R928. 

Um fotômetro Ocean Optics modelo USB2000 configurado no modo 

fluorimétrico dotado de fibra óptica de 50 × 106 m. 

O protótipo P2FM, no modo fluorimétrico com LED para excitação com 

emissão em 470 nm acionado e o sensor configurado no canal 1 (opção ―livre‖). 

 

 

6.3.4  Procedimento analítico 

O espectro de máxima absorbância e máxima excitação de calceína 

(1,93 x 105 mol L1), obtidos a partir do volume de 5,0 mL de solução calceína (9,64 

x 10 mol L1) em balões de 25,0 mL. Em seguida, completou-se o volume com 

hidróxido de potássio 0,4 mol L1.  
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Para a obtenção da curva analítica foram preparados a partir de 

diluições de Ca2+ (0,5 × 103 mol L1) em balões de 25,0 mL contendo 5,00 mL da 

solução de calceína. Foram adicionados os seguintes volumes de Ca2+ (0,5 × 103 

mol L1): 100, 125, 250, 375, 500, 625, 750, 900, e 1000 µL. Em seguida, completou-

se o volume com solução de hidróxido de potássio (0,4 mol L1). 

Seis amostras comerciais de água mineral de diferentes marcas foram 

analisadas no protótipo e nos instrumentos comerciais. As amostras foram 

preparadas em balões volumétricos de 25,0 mL, adicionando-se 5,00 mL de solução 

de calceína (96,4 × 106 mol L1) e em seguida 1,0 ×103 L da amostra. Depois 

completou-se o volume dos balões com a solução de hidróxido de potássio (0,4 mol 

L1). 

Os padrões foram preparados apenas com íons Ca2+, uma vez que a 

reação entre a calceína e os íons Ca2+ e Mg2+ segue a mesma estequiometria. 

 

6.3.5 Resultados e discussão 

A determinação dos íons cálcio e magnésio em solução com o agente 

complexante calceína formam um quelato fluorescente. Para tais estudos, obteve-se 

primeiramente o espectro de absorbância da calceína usando-se um 

espectrofotômetro UV-Vis-2550, FIGURA 6.4. Este espetro foi obtido para uma 

concentração de calceína 19,3 × 106 mol L1 em hidróxido de potássio 0,4 mol L1.  

A partir do espectro confirmou-se que há uma elevada absorção da 

radiação eletromagnética, que ocorre entre 460 e 510 nm, com o pico de máxima 

absorbância em 495 nm93,117,118. 
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FIGURA 6.4 - Absorbância de uma solução de calceína (1,93 × 105 mol L1) em 

hidróxido de potássio (0,4 mol L1). 

 

Tomando-se como base o ponto de máxima absorbância da calceína 

foram configurados os parâmetros operacionais do fluorímetro, a fim de se obter os 

melhores resultados. No fluorímetro Hitach a fonte de excitação foi configurada para 

495 nm, e os espectros registrados em concentrações de calceína de 1,2 × 106 a 

1,8 × 105 mol L1, em KOH (0,4 mol L1), FIGURA 6.5.  
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FIGURA 6.5 - Espectro de fluorescência do complexo calceína (19,3 × 106 mol L1) 

em solução de KOH (0,4 mol L1). Concentrações de Ca2+: 1,2  ×106 a 1,8 x 105 

mol L1. Comprimento de onda para excitação – 495 nm.   

 

Os dados de desempenho analítico apresentados na TABELA 6.8 

referem-se aos parâmetros analíticos calculados a partir da obtenção da curva 

analítica de Ca2+ em solução básica de KOH (0,4 mol L1). 

O P2FM foi configurado do modo fluorimétrico através do software de 

controle. A partir dos dados de excitação e emissão da calceína usou-se a seguinte 

configuração: LED 470 nm e o canal 1 do sensor. 

Embora o pico de máxima intensidade da fonte selecionada é em 470 

nm, a largura de banda de emissão a meia altura dessa fonte, LED 470 nm, incide 

sobre a faixa de excitação da calceína que está entres de 460 e 510 nm. 

Na FIGURA 6.8 são apresentados os dados das curvas analíticas para 

Ca2+ em solução de calceína (19,3 × 106 mol L1) e KOH (0,4 mol L1) obtidos nos 

seguintes instrumentos: P2FM, RF5103-PC e USB-2000.  

A maior sensibilidade do método (coeficiente angular da curva 

analítica) foi obtida empregando-se o P2FM. No entanto, empregando-se este 
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equipamento, a linearidade da curva analítica foi menor, variando de 2,0 × 106  a 1,2 

× 105.  
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FIGURA 6.6 - Curvas analíticas para o Ca2+ em solução de calceína (19,3 × 106 mol 

L1) e KOH (0,4 mol L1), obtidas empregando-se os instrumentos P2FM, USB-2000 
e RF5301/PC 

 

A faixa linear de resposta obtida com o P2FM foi de 2,0 × 106 a 1,2 

×105 mol L1, enquanto que para os demais instrumentos, estendeu-se até 1,8 ×105 

mol L1, sendo os coeficientes de correlação obtidos similares. Como apresentados 

em seções anteriores, o P2FM, possui um nível de variação próprio do instrumento, 

sendo que esta variação reflete diretamente no LD e LQ.  

Na TABELA 6.8 são apresentados os dados da aplicação do método 

fluorimétrico usando-se a calceína em meio básico como reagente fluorescente para 

determinação total dos íons Ca2+ e Mg2+ em água mineral. Os dados das 

quantidades foram obtidos em dois instrumentos comerciais e no protótipo.  
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TABELA 6.8 - Comparação dos valores de R, LD, LQ, S e faixa de resposta para 

concentrações de Ca2+ em solução KOH (0,4 mol L1) contendo calceína (19,3 × 106 

mol L1)  em instrumentos diferentes. 

R - Coeficiente de correlação (R); s - Desvio padrão do branco; LD - Limite de detecção; LQ - Limite 
de quantificação; S - Sensibilidade; * Excitação- 490/Emissão -514nm. 

 

Na TABELA 6.9 encontram-se os valores da concentração total de Ca2+ 

e Mg2+ em amostras de água mineral. Nessa tabela podem ser comparados os 

valores de concentração obtidos utilizando cada um dos instrumentos e também 

aqueles descritos no rótulo.  

 

 
TABELA 6.9 - Determinação da concentração total dos íons Ca2+ e Mg2+ em 
amostras de água mineral em diferentes instrumentos 

Amostra 
RF5301/PC 

 / 106 mol L1 
USB-2000 

/ 106 mol L1 

P2FM 

/ 106 mol L1 

ROTULO 

/ 106 mol L1 

A1 9,68  9,68  9 ,29  6,4 

A2 5,25  5,21  5,30  5,1 

A3 16,16  17,12  15,11  16 

A4 36,30  34,18  36,75  36 

A5 20,21  19,76  19,13  18 

A6 41,07  42,92  42,16  45 

Instrumento R 
LD 

/ mol L1 

LQ 

/ mol L1 

S 

/ mol L1 

Faixa * 

/ mol L1 

P2FM 0,996 6,0 × 107 1,8 × 10 8,94 × 106 
2,0 × 106 

/ 1,2 × 105 

USB-2000 0,997 6,4 × 107 1,9 × 10 5,41 × 106 
2,0 × 106 

/ 1,6 × 105 

RF5301/PC  0,996 6,6 × 107 1,8 × 10 6,00 × 106 
2,0 × 106 

/ 1,8 × 105 
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Das seis amostras analisadas, apenas uma apresentou valor 

consideravelmente distante do valor apresentado no rótulo, a amostra A1. Após 

aplicar o teste t-pareado para os resultados obtidos com o espectrofluorímetro 

RF5301/PC e o P2FM, o valor de t calculado foi de 0,36, sendo menor do que o 

valor crítico (2,01, α = 0,05). Pode-se concluir então que não há diferença 

significativa entre os resultados obtidos, empregando-se os dois métodos analíticos, 

em um nível de confiança de 95%. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

7  Conclusões 
A melhor forma de constranger o mal inundando-o de bondade. Não é apenas 

querer o bem a quem te fez mal, mas fazer o bem a ponto de causar constrangimento. 
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No teste de estabilidade, o instrumento construído atingiu a 

estabilidade em menos de 5 min. Outra vantagem está na elevada vida útil do LED 

(10000 h) em comparação as lâmpadas (tungstênio, 3000 h) comumente usadas 

nesses instrumentos. 

Nos testes de desempenho analítico no modo fotométrico, foram 

usados os seguintes corantes amaranto (AM), azul brilhante (AB) e tartrazina (TT), 

sendo obtidos os seguintes resultados: limites de detecção AM = 1,6 × 10, AB =5,4 

× 107 e TT = 1,9 × 106 mol L1; limites de quantificação, AM = 4,8 × 107, AB = 1,6 

× 10 e  TT = 5,9 × 106 mol L1; coeficientes de correlação, AM = 0,997, AB = 0,975 

e TT = 0,994. 

O desempenho analítico no modo fluorimétrico com os corantes 

fluoresceína (FL) e Rodamina 6G (R6G) apresentou limite de detecção: FL = 8,3 × 

108 e R6G = 4,79 × 108 mol L1. Coeficiente de correlação: FL = 0,997 e R6G = 

0,999.  

O teste do protótipo em análises de interesse analítico como 

determinação da constante de estabilidade e estequiometria de um complexo 

cromogênico, determinação de sulfito em bebidas, e concentração total dos íons 

Ca2+ e Mg2+ em água mineral. 

A constante de formação obtida, 5,04 × 1018, ficou próximo ao 

apresentado na literatura, 6,2 × 1018. Na determinação de sulfito em oito amostras 

de bebidas o teste t-pareado mostrou que método de referência e o método 

fotométrico usando P2FM foi de 0,66 menor do que o valor crítico (2,36, α = 0,05). A 

concentração total dos íons Ca2+ e Mg2+ foi determinada pelo método fluorimétrico 

onde o P2FM apresentou melhor sensibilidade 8,94 × 106 que o RF5301/PC. O teste 

t-pareado mostrou que não há diferença significativa entre o t calculado = 0,36  e o t 

crítico (2,01, α = 0,05). 

Estas características como: desempenho analítico, portabilidade e 

programa dedicado, o instrumento pode ser uma alternativa viável para utilização em 

campo, em lugares remotos, e também como instrumento para pequenas 

demonstrações. Outra vantagem esta na interface USB e alimentação por meio da 

conexão do computador, dispensando qualquer outro tipo de fonte de alimentação.  

O protótipo desenvolvido, P2FM, atendeu as expectativas de um 

instrumento híbrido fotômetro/fluorímetro para aplicações de interesse analítico, 

mantendo as caraterísticas desejadas de desempenho, funcionalidade, portabilidade 
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(3,5 cm x 7,0 cm x 8,5 cm, 159,4 g), baixo custo, compacto, baixo consumo de 

energia, interface USB e programa de controle de fácil manipulação. 

 

 

 

 



 

 

 

8 Referências bibliográficas 
De que adianta a semente ser boa se a terra não é fértil. Portanto, 

busque sempre lugares férteis para suas idéias e ideais!  
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