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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE UM
FOTOMETRO/FLUORIMETRO MICROCONTROLADO A BASE DE LED RGB
PARA A DETERMINACAO DE ESPECIES DE INTERESSE ANALITICO. Um
fotdbmetro/fluorimetro microcontrolado (P2FM) multifuncional, portétil, comunicado via
USB 2.0, robusto, de facil operacdo e com baixo consumo de energia foi
desenvolvido neste trabalho. O P2FM foi construido utilizando-se um
microcontrolador (PIC-18F2455) como unidade central de processamento (CPU),
dois LEDs tricolores (470, 528, 621 nm) como fonte de radiagdo, um sensor
multicanal (TCS3200), e o programa de gerenciamento escrito em Visual Studio. Um
dos LED foi utilizado como fonte de radiacao para o modo fotométrico e o outro para
o modo fluorimétrico. O TCS-3200 € um sensor multicanal com quatro faixas
fotossensiveis: 480, 540, 750 e 830 nm, sendo que a selecao da faixa € realizada via
programa de controle. O programa de gerenciamento atua no envio de funcdes 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 dimensdes de 3,5 cm
x 7,0 cm x 8,5 cm e massa de 159,4 g, configurando-se um instrumento portéatil. No
programa é selecionado o modo de funcionamento: fotométrico ou fluorimétrico. Nos
testes de desempenho analitico no modo fotométrico foram empregadas solucdes
dos corantes amaranto (AM), azul brilhante (AB) e tartrazina (TT). Os limites de
deteccéo obtidos foram 1,6 x 107,54 x 10" e 1,9 x 10° mol L™ para AM, AB e TT,
respectivamente. Os limites de quantificacéo obtidos foram 4,8 x 107, 1,6 x 10 e
5,9 x 10® mol L™ para AM, AB e TT, respectivamente. Os coeficientes de correlacdo
foram: AM = 0,997, AB = 0,975 e TT = 0,994. O desempenho analitico no modo
fluorimétrico foram realizados empregando-se solucbes de fluoresceina (FL) e
Rodamina 6G (R6G), sendo obtidos um limite de detecgéo de 8,3 x 1078 e 4,79 x
1078 mol L™, respectivamente para FL e R6G. Os coeficientes de correlacdo foram
0,997 para FL e 0,999 para R6G. Ademais, o instrumento proposto foi aplicado com
sucesso na determinacdo de sulfito em bebidas, dureza total em agua e
determinacdo da constante de estabilidade e estequiometria de um complexo
cromogeénico, objetivando mostrar algumas aplicacbes do fotdmetro/fluorimetro. A
constante de formacao obtida (5,04 x 10'®) estd em consonancia com aquela

apresentada na literatura, 6,2 x 10'®. Na determinacdo de sulfito em oito amostras
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de bebidas, o teste t-pareado mostrou que método de referéncia e o método
fotométrico usando P2FM foi de 0,66 menor do que o valor critico (2,36, a = 0,05). A
dureza da &gua foi determinada empregando-se o método fluorimétrico, sendo que o
P2FM apresentou melhor sensibilidade 8,94 x 10° que a determinada empregando-
se o0 espectrofluorimetro (RF5301/PC). O teste t-pareado (a = 0,05) mostrou que

ndo hé diferenca significativa, t critico (0,36) menor que o t critico (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 x 7.0 cm x 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 x 107/, 5.4 x 10" e 1.9 x 10™® mol L™ for AM, AB
and TT, respectively. The guantification limits obtained were 4.8 x 1077, 1.6 x 10 ° e
5.9 x 10°® mol L™ 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 x 107 and 4.79 x 10~ mol L™, 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 x 10 is
concordant with that presented in previous reports 6.2 x 10 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, a = 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 x 10° that a
determination using the RF5301/PC spectrofluorometer. The paired studen’s t-test (a

= 0.05) no showed significant differences, calculated t (0.36) small than tabulated t
(2.01).
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1 Introducao

"O Deus dos céus é quem nos fara prosperar”

Neemias



A interacdo da radiacao eletromagnética (REM) com um material pode
resultar em fendmenos como: absorcdo, emissao ou espalhamento da radiacdo. A
forma como a REM interage com o material é de grande interesse para o estudo
fisico-quimico de materiais, fendbmenos estudados pela espectroscopia.

O sol € um bom exemplo como fonte de REM. Essa fonte por sua vez
emite radiacdo na faixa do ultravioleta (UV) e visivel (VIS) do espectro. Quando esta
REM interage com o0 meio em que vivemos, somos capazes de diferenciar e/ou
identificar os materiais pela cor e intensidade por inspecéo visual e com melhor
acuracia empregando um instrumento adequado.

Geralmente, a cor dos objetos € consequéncia da absorcao seletiva do
objeto por uma determinada faixa de comprimento de onda. Além da absorcdo da
radiacdo, outros fenbmenos envolvendo a REM também sdo capazes de dar a
sensacao de cor como a interferéncia, a dispersao, a reflexdo e a fluorescéncia. A
fluorescéncia € um caso especial onde ap0s a absorcdo da REM, parte dessa
energia € liberada em outro comprimento de onda, processo conhecido com
emissao.

Dependo da regido do espectro da REM, tém-se varios tipos de
radiacdo como 0s raios vy, 0s raios X, ultravioleta (UV), visivel (VIS), infravermelho
(IR), micro-ondas e radiofrequéncia (RF). Na TABELA 1.1 sdo apresentadas
algumas técnicas espectroscoépicas de analise.

Para um espectro de absor¢cdo molecular UV/Vis, o comprimento de
onda absorvido tem correlacdo direta com a transicdo eletrdnica, e
consequentemente, com o tipo de ligagdo quimica na molécula, por exemplo,
ligacbes m conjugadas, presentes em estruturas ressonantes, ou ligacdes o.
Contudo, outros tipos de energias estdo envolvidos, como as energias de rotacao e
vibracdo, gerando comprimentos de onda proximos a energia da transicao
eletrbnica. Por isso, dependendo do estado fisico e do solvente sdo observadas
bandas de absor¢édo. Assim, a banda de absorcdo € formada pela combinacgéo de
muitas diferentes linhas resultantes da energia vibracional, rotacional e da transicao

eletrénica podendo formar uma banda espectral continua™?.



TABELA 1.1 - Exemplo de técnicas espectroscopicas. Interagdo da REM com a
amostra

Tipo de Regido da REM Técnica espectroscopica

transferéncia de

energia

Absorcéo Raio y Espectroscopia de Mdssbauer
Raios X Absorcéo de raios X
UV/Vis Espectroscopia UV/Vis
IR Espectroscopia infravermelho

Espectroscopia Raman

Micro-ondas Espectroscopia micro-ondas
Radiofrequéncia Espectroscopia de ressonancia de

spin eletrénico
Espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear

Emisséo (excitacao UV/Vis Espectroscopia de emissao
térmica)
Fotoluminescéncia Raios X Fluorescéncia de raios X

UV/Vis Espectroscopia de fluorescéncia

Espectroscopia de fosforescéncia
Espectroscopia de fluorescéncia
atomica

Quimiluminescéncia  UV/Vis Espectroscopia de
guimiluminescéncia

Quando a radiacéo eletromagnética UV/Vis incide sobre um cromaéforo
no comprimento de onda em que ocorre a absorcdo, a molécula passa do estado
fundamental para o estado excitado. Nesse processo, ocorre promocdo de um
elétron ou mais elétrons do estado fundamental para niveis de energia mais
elevados e, em seguida, retorna para o estado fundamental por um processo de
relaxacao nao-radiativa.

Entretanto, quando um &tomo ou molécula no estado excitado retorna
ao estado fundamental e o excesso de energia € liberado na forma de fétons, ocorre
de forma geral a luminescéncia. Nesse caso, chama-se de fotoluminescéncia, pois a
excitacao se deu pela absorcao de radiacédo eletromagnética UV/Vis. Existem outras
classes de luminescéncia, como por exemplo: termoluminescéncia,
sonoluminescéncia, triboluminescéncia, radioluminescéncia, eletroluminescéncia e
quimiluminescéncia®™.

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

se o0 tipo de transicdo eletronica presente na molécula, classificadas como



fluorescentes ou fosforescentes. Essa molécula capaz de emitir radiagcdo na forma
de féton é denominada de fluoroforo.

De forma simplificada, um fluoréforo pode ser classificado como
fluorescente ou fosforescente levando-se em consideracdo o tempo necessario para
liberar a energia, na forma de féton, ao retornar ao estado fundamental. Para
fluorescéncia, esse tempo é da ordem de 10 s, enquanto que para a
fosforescéncia esse tempo esta na ordem de microssegundos a segundos®®.

Essa grande diferenca entre a fluorescéncia e a fosforescéncia no
tempo para se completar o ciclo, isto €, da excitacdo até a emisséo do foton, deve-
se a mudanca da orientacdo do spin no elétron no processo de excitacdo. Na
fluorescéncia, a transicdo eletrdnica da-se do estado singleto Sy para um outro
estado singleto de maior energia, S;, com o spin do elétron na mesma orientacao.
No entanto, para fosforescéncia, a orientacdo do spin é invertida, denominado
tripleto, T,, estado de maior energia. Assim, para retornar ao estado fundamental,
uma espécie fosforescente requer maior tempo, pois a mesma deve assumir a
orientacao que possuia quando estava no estado fundamental.

Parte da energia absorvida é liberada por um processo denominado de
relaxacdo nao-radiativa que sao classificadas em: relaxacédo vibracional e conversao
interna. Na relaxacao vibracional a perda de energia se da pelas colisbes entre as
moléculas excitadas e as moléculas do solvente, enquanto que a conversao interna
se da pela passagem de niveis mais altos para 0s respectivos subniveis de energia
menores mais préoximos. Estes dois processos, resultam em um aumento da
temperatura do meio. Além disso, a relaxacao vibracional faz com que espectro de
fluorescéncia seja maior que o espectro de absorcdo segundo a regra de Stokes,
onde a energia liberada é menor que a energia usada para excitacdo da espécie®.

1.1 TECNICA ESPECTROFOTOMETRICA

A espectrofotometria  utiliza-se da interacdo da radiacao
eletromagnética com a espécie de interesse na faixa do ultravioleta e visivel (UV/Vis)

que corresponde & faixa da REM de comprimentos de onda entre 190 nm e 780 nm?
4



A guantizacdo da energia envolvida no processo de absorcao, isto €,
que leva a molécula do seu estado fundamental para o estado excitado, pode ser de
acordo com a EQUACAO 1.1%7,

Eab = Eel + Evib + Ejot (1-1)

Onde, E4, € a energia absorvida, E¢ € a energia devido a transicao
eletrbnica, E,i, € a energia vibracional e E,y € a energia rotacional.

No espectro de absorcéo, a principal contribuicdo energética é devido a
energia eletronica, mas energias associadas a transi¢cdes vibracional e rotacional
também ocorrem, no entanto, em menor proporgao.

A radiacao eletromagnética possui uma frequéncia (v, Hz), dada por um
periodo T (s), que € o tempo entre dois pontos idénticos da fungdo senoidal que
descreve a propagacdo da REM. Por sua vez, a distancia em unidades de
comprimento entre estes dois pontos idénticos € denominada de comprimento de
onda (A). Através do comprimento de onda, da frequéncia (v) da REM e utilizando a
constante de Planck (h = 6,62 x107%* J s) e a velocidade (c) de propagac&o do féton
no vacuo (~3 x 10® m s™), pode-se calcular a energia referente ao féton absorvido
ou emitido. Assim, a energia (E) de um féton € igual ao produto da constante de
Planck e da frequéncia, EQUACAO 1.2.

E=hv=hc/a (1.2)

Os elétrons em uma molécula podem ser compartilhados de diferentes
formas, originando a seguinte classificacao:
e Elétrons em uma ligacdo covalente o, fortemente ligados,
necessitam, portanto, de altas energias para excitacao;
e Elétrons localizados em orbitais néo ligantes na forma de pares
livres ou isolado como, por exemplo, nos atomos de Cl, O, e N
gue podem ser excitados por radiagao de energia mais baixa;
e Elétrons em ligacao dupla ou tripla (11) que podem ser excitados
com certa facilidade, sendo entdo promovidos por radiacdo de

energia ainda menor.



Um cromoforo constitui um grupo ou conjunto de atomos que interage
com a REM, sendo assim uma espécie de sitio de absor¢do de REM, geralmente na
regido do UV/Vis. Este grupo tem invariavelmente ligagdes duplas ou triplas, pares
de elétrons isolados e/ou podem estar associados a grupos funcionais, tais como: o
grupo nitro, carbonila, entre outros. O cromoéforo quando conjugado com ligacbes
insaturadas multiplas, requererd a absorcdo de REM com menor energia, sendo

assim, ocorrer4 em comprimentos de onda maior?.

1.1.1 Lei de Lambert-Beer

Os pesquisadores Johann Heinrich Lambert e August Beer propuseram
uma forma de quantificacdo de espécies quimicas em solucdo, que ficou conhecida
como Lei de Lambert-Beer*?%,

A definicho proposta por essa lei estabelece que a REM
monocromatica absorvida pela espécie quimica, denominada de absorbancia, A(1),
é produto do coeficiente de absortividade molar (g, mol™ cm™), comprimento do
caminho 6éptico ( I, cm) e a concentracédo do croméforo (C, mol L™4)°.

Em uma solucdo, uma determinada parcela da REM, com um dado
comprimento de onda (luz monocromatica) € absorvida, cuja unidade é conhecida
como absorbancia. A absorbéancia descrita pela lei de Lambert-Beer € representada

matematicamente pela EQUACAO 1.3.
A(d) =¢lC (1.3)

Experimentalmente, a absorbancia® é encontrada pelo logaritmo da

radiagdo transmitida, I, , pela radiag&o incidente I, conforme a EQUACAO 1.4.
AQD) = —log% (1.4)
A

Considerando que, o caminho Optico e a absortividade molar séo
constantes, resta apenas a concentragcdo como variavel. Assim, a absorbancia torna-
se diretamente proporcional a concentracdo da espécie em solucdo (analito de

interesse).



Rearranjando as EQUACOES 1.3 e 1.4, pode-se obter o coeficiente de

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

AQD) = —log%) =¢lC (1.5)

Para a determinag¢do da concentracdo de uma determinada espécie, 0
meétodo da curva analitica pode ser empregado. Neste método, tomam-se os dados
de absorbéancia de solucdes padrbes que contenham concentracdes conhecidas do
analito de forma a se construir a respectiva curva analitica. Graficamente, a faixa
dindmica da curva analitica pode ser representada pela EQUACAO 1.6, que

relaciona o sinal analitico de absorbancia com a concentracao do analito.

A =acC (1.6)

Onde a, é o coeficiente angular da reta e representa a sensibilidade
analitica do método. Sendo assim, quanto maior o coeficiente angular, maior sera a
sensibilidade do método.

Obtendo-se a curva analitica para um dado cromoéforo, pode-se fazer a
leitura do sinal de absorbancia do analito em uma amostra de concentracdo
desconhecida e determinar qual é a concentracdo da espécie de interesse em
solucéo.

Os cromoéforos possuem diferentes intensidades de absorcéo, devido a
diferentes absortividades molares, que dependem das caracteristicas de cada
molécula. Para obter o espectro de absor¢cdo de um dado cromoforo, sédo utilizados
instrumentos capazes de verificar a absorbéancia na faixa de comprimentos de onda
da faixa UV/Vis do espectro.

A obtencdo do espectro de absorcdo de um croméforo se da
basicamente variando-se o comprimento de onda da REM incidente sobre a amostra
com um conjunto éptico contendo um prisma ou uma rede de difracao.

Durante o0s ensaios, identifica-se o comprimento de onda que

apresenta a maior absorbancia, pois, quanto maior a absorbancia mais elevada



podera ser a sensibilidade analitica e maior a probabilidade de atender a lei de Beer
pois a absorbancia é quase constante.

Entretanto, quando um dado cromdforo de interesse apresenta baixa
absortividade, pode-se utilizar como alternativa cubetas de longo caminho Optico.
Deste modo, como apresentado anteriormente, a absorbancia é proporcional ao
caminho 6ptico que contém a solucéo e isto devera compensar a baixa absortividade

molar do analito alvo.

1.1.2 Relagé&o entre a fluorescéncia e a concentragao

O método fluorimétrico tem como vantagens principais sua elevada
sensibilidade e seletividade. Além disso, apresenta a possibilidade do uso de fibra
6ptica, permitindo diversas vantagens do uso da técnica’.

A intensidade da radiacao fluorescente depende de alguns fatores. Os
principais s&o o rendimento quantico () e a concentracdo (mol L™) do fluoréforo em
solucdo. O rendimento quantico representa a fracdo de moléculas que foram
excitadas e que ao retornarem aos estados de menor energia emitem fétons
fluorescentes em determinado comprimento de onda. Vale salientar que o solvente,
o pH do meio (concentracdo hidrogenibnica) e a viscosidade também podem
interferir no @.

Experimentalmente, a intensidade da radiagéo fluorescente emitida, I,
€ medida em funcdo de um determinado comprimento de onda, Iz(Af), sendo
proporcional ao rendimento quantico () e a intensidade absorvida em um
determinado comprimento de onda. A intensidade da REM absorvida corresponde a
diferenca entre as intensidades das REM incidente, I, e transmitidas, I, . Onde, a

fluorescéncia é representada pela EQUACAO 1.7.
Ir=Kes (}-1,) (1.7)
Onde K é um fator de proporcionalidade. Esse fator depende da

configuragéo optica do instrumento que inclui 0 monocromador, largura das fendas

de entrada e saida da REM, radiacdo espuria entre outros.



Rearranjando-se a equacgido proposta por Lambert-Beer, EQUACAQO

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

I, =1I)107¢¢ (1.8)

Substituindo os termos da EQUACAO 1.8 na EQUACAO 1.7 obtém-se

a intensidade de radiacao fluorescente.

Ir = K819 (1 — 107¢L6) (1.9)

Aplicando-se a expansdo do termo 107¢!¢, a EQUAGCAO 1.9 é
convertida na EQUACAO 1.10.

Ir = Kg,I0 [z,3elc - (2'3“")2 - (2'38’6)3] (1.10)

2! 3!

No entanto, se o produto de ¢lC = Ab(A) for menor que 0,05 o primeiro
termo dentro dos colchetes, 2,3¢lC, pode-se desprezar os termos quadraticos,

cubicos etc resultando em uma nova constante, K". Simplificando, tem-se?:

Ir=K"C (1.11)

1.2 INSTRUMENTAGAO

Os métodos fotométricos e fluorimétricos tém como principio o
emprego da REM incidente sobre a amostra’. No entanto, eles diferem quanto ao
tipo de interacdo da REM com a espécie quimica de interesse. No método
fotométrico®, parte da REM é absorvida por uma espécie quimica, atenuando a REM
transmitida que atinge o fotodetector, que se encontra a um angulo de 180° em

relacdo a fonte de REM, FIGURA 1 (a). No método fluorimétrico’, a espécie
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fluorescente absorve parte da REM incidente e, emite fétons radialmente entre 0 a
360°. Estes fotons estdo associados a uma REM que possui um comprimento de
onda maior que aquele da radiag&o incidente. Convencionalmente, o fotodetector é

posicionado a um angulo de 90° em relacéo a fonte de excitacdo, FIGURA 1 (b).

a) ~ 180 b) T
FONTE g, FONTE J
:E F\ :D FOTODETECTOR
: FOTODETECTOR B o«
AI\-A;;:;I"\I’A AMOSTRA

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
principio essencial de funcionamento de um fotébmetro e de um fluorimetro. Vale
lembrar que além da fonte de radiacdo, fotodetector e da cubeta, os seguintes
dispositivos sdo necessarios: componentes 6pticos, sistema de controle e aquisicao

de dados.

1.2.1 Componentes bésicos de fotdmetros e fluorimetros

Para medir-se a absorbancia dos croméforos em solucdo podem-se
usar 0s seguintes instrumentos: fotdmetros e espectrofotbmetros, e no caso da
fluorescéncia: fluorimetros ou espectrofluorimetros.

O principio de funcionamento de cada um desses instrumentos sdo

basicamente os mesmos, sendo estes constituidos essencialmente por:

e Fonte de REM,;

e Conjunto Optico: monocromador ou filtro éptico;
e Cubeta da amostra;

e Fotodetector;

e 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 ndo empregar uma REM monocromatica,
estas conduzem a desvios de linearidade na lei de Lambert-Beer, e também
interferindo indiretamente na sensibilidade analitica. Por isso, é essencial o uso de
um conjunto éptico, pois somente o comprimento de onda de maxima absorbancia
deve interagir com a espécie quimica de interesse, alcancando o fotodetector. Neste
sentido, o conjunto éptico mais eficiente € baseado no uso de monocromador, sendo
os filtros épticos os de menor eficiéncia. A REM selecionada pelo monocromador ou
uma estreita faixa de A permitida pelo filtro Optico é, transmitida pela cubeta
alcancando o fotodetector, que por sua vez, atua como transdutor, enviando o0s
dados para o registrador de sinal.

Geralmente no procedimento experimental, o que se registra sdo as
intensidades incidentes (I)) e transmitidas (I; ). A intensidade incidente sera
registrada quando na cubeta contiver a solu¢cdo sem a presenca do croméforo de
interesse. Este procedimento é realizado para que REM espurias sejam eliminadas,
como também amenizar a influéncia de efeitos reflexivos e espalhamento, inerentes

do proprio instrumento. Essa solucédo é chamada de solucédo de branco. Em seguida,

a I, das amostras contendo o cromoforo com diferentes concentracdes sédo obtidas
e empregadas na constru¢do de uma curva analitica.

Nos tépicos seguintes serdo descritos a funcionalidade e algumas das
principais caracteristicas de cada um destes componentes de interesse instrumental

e quimico.

1.2.2 Fonte de radiagéao

As principais propriedades que se espera de uma fonte de REM é que
seja estavel e com uma longa vida util. Essas fontes séo classificas em continuas e
de linhas™.

Uma fonte continua emite radiacdo em uma faixa de comprimentos de
onda ampla, onde apresenta uma variagao relativamente suave. As fontes de linhas
emitem a maior parte de sua radiagdo em comprimentos de onda discretos. Abaixo
2,3,11

sao apresentadas algumas fontes

Fontes continuas de REM:
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o Lampada de filamento de tungsténio, 320-2400 nm, iniciando
em um comprimento de onda til a partir de 350 nm.

o Lampadas de halogénio-tungsténio, também chamada de
lampada de quartzo halégenas, 240-2500 nm, que apresentam
emissao em parte do ultravioleta e visivel.

o Lampada de catodo 6co.

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

intensidade na faixa do ultravioleta;

o Lampada de arco de xendnio possui emissdo que se estende
de 190 nm até 1000 nm;
o LED (do inglés, Light Emitting Diode) apresentam emissao

entre 240 nm e 850 nm.

Fontes de linhas:

o Lampada de mercurio;

o Laser, fontes de REM que possuem emissdo de radiacéo
intensa em comprimento de onda caracteristico que dependem
do elemento quimico em sua composicdo: 694,3 nm (Cr), 532
nm (Nd), 514,5nm (Ar"), 351 nm (Kr*) e 193 nm (ArF).

1.2.3 Fotodetector

Os fotodetectores sdo componentes eletrbnicos capazes de fazer a
conversdo da poténcia radiante emitida por uma fonte de REM que incide em sua
superficie, em sinal elétrico (analdgico), sendo assim, fototransdutores. Por sua vez,
0s sinais elétricos sdo coletados e interpretados por um sistema de controle e
aquisicao de dados.

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

se considerar a relacdo custo/beneficio, sdo:
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e Sensibilidade;

e Tempo de resposta;

e Coeficiente de temperatura;

e Diferenca de potencial na alimentacéo;
e Tempo de estabilizacéo;

e Ganho;

e Faixa de resposta,

e Custo.

Alguns trabalhos cientificos encontrados fornecem orientacdes sobre
0s principais sensores e suas funcionalidades. Dentre os fotodetectores mais
utilizados estdo: as ceélulas fotomultiplicadoras, fotodiodos, ADP (Avalanche
Photodiode), CCD (Charge Clouped Device) e fotodetectores inteligentes (FDI)**2.

Os FDIs sao componentes eletrénicos fotossensiveis capazes de pré-
processar o sinal da radiacdo eletromagnética, resultando em menor nivel de
interferéncia na transducdo do sinal, sendo entdo, coletado diretamente pelo

dispositivo de aquisicdo e processamento dos dados®**°.

1.2.4 Compartimento de amostragem

A cubeta é um pequeno frasco de faces internas e externas planas,
pelo qual a radiacdo é transmitida. Geralmente a distancia entre as faces é de 10
mm. Os principais materiais usados em cubeta sdo o0 quartzo, o vidro e o plastico
que sejam transparentes a REM de interesse. Cubetas de quartzo sdo as que
possuem melhor qualidade, por ndo possuirem significativa absorcdo de REM na

regido do ultravioleta.

1.2.5 Conjunto 6ptico para selegcdo do comprimento de onda

Em principio faz-se necessario um conjunto Optico para a selecdo da
radiacdo 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 monocromatica deve ser separada daquelas que advenham da fonte de REM
policromatica.

Em um seletor de comprimento de onda ideal ndo ha perdas na
transmissdo da REM transmitida e apresenta estreita banda passante. Uma alta
transmissdo € desejada, pois quanto mais fétons passam, menor sera o ruido. A
estreita banda passante garante melhor resolucdo, onde caracteristicas espectrais

serdo mais bem resolvidas.

1.2.5.1 Filtros Opticos

Sao componentes Opticos mais simples que permitem a transmisséao de
REM em um intervalo de comprimento de onda. Eles séo classificados basicamente
em filtros de absorc&o ou de interferéncia®. Com uso de filtros 6pticos nos métodos
fotométricos seleciona-se uma faixa de comprimentos de onda que interage com as
espécies em solucéo.

Geralmente os fotodetectores apresentam ampla faixa de resposta no
espectro eletromagnético, que os tornam susceptiveis a ruidos, por isso, filtros
opticos sdo indispensaveis para obtencao de bons resultados.

Os filtros de absorcéo, em geral, apresentam faixas espectrais de 20 a
50 nm de largura e suas transmitancias maximas estéo entre 5 a 20 %. Filtros de
interferéncia sdo mais caros do que os filtros de absor¢cdo, mas tém larguras de
banda mais estreita, tipicamente 10 a 20 nm, com perda de transmitancia de cerca
de 40%.

Como as fontes de radiacdo de instrumentos de fluorescéncia séo
geralmente potentes, os filtros Opticos sdo Uteis para impedir a passagem de
radiacao espuria, e até mesmo a saturacao do sinal do fotodetector.

1.2.5.2 Monocromadores

Os monocromadores sdo componentes Opticos que formam um
sistema capaz de dispersar ou difratar os comprimentos de onda constituintes de
REM policromaticas em uma ampla faixa de comprimentos de onda.

Nos espectrofotbmetros e espectrofluorimetros esses componentes

sao essenciais para a varredura de comprimento de onda para obtencdo de um
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espectro caracteristico de absorbancia de uma dada espécie permitindo que apenas
comprimentos de ondas discretos incidam sobre o fotodetector. De forma similar, o
mesmo pode ser utilizado na obtencdo do espectro caracteristico de um dado
fluordforo durante a fluorescéncia.

Um monocromador €& constituido basicamente de uma fenda de
entrada, de um elemento de dispersao de radiacdo e de uma fenda de saida. A REM
passa pela fenda de entrada e ao incidir sobre o elemento de disperséo e na fenda
de saida tem-se o comprimento de onda desejado.

Os monocromadores podem ser divididos em dois grupos: prismaticos
ou reticulares. Estes podem incluir os seguintes componentes o6pticos: lentes,
espelhos, fendas, prismas e redes de difracdo. Nos monocromadores prismaticos
feixes de REM passam pela fenda de entrada e incidem sobre a face do prisma,
sofrendo, portanto, dispersdo refrativa que, seguido por uma fenda de saida,
seleciona-se o comprimento de onda incidente sobre o fotodetector.

O principal componente de dispersdo nos monocromadores reticulares
€ a rede de difracdo. Este componente tem como principio a difracdo da radiacao
baseado no fenbmeno de interferéncia. O comprimento de onda de uma REM
policromética incidente sobre este elemento resulta em comprimentos de onda
discretos espacados. Sendo, portanto, selecionados pela fenda de saida. As redes
de difracdo possuem um poder de resolu¢do mais elevado que os prismas e podem

ser utilizadas em todas as regides espectrais®.

1.2.6 Sistema de controle e aquisicédo de dados

Segundo o “Orange Book™® o0s instrumentos utilizados no
processamento e aquisicao de dados sao classificados considerando-se o tipo dos
dados de saida. Nesse caso, os dados de saida podem ser na forma de
transmitancia, absorbancia, fluorescéncia etc., podendo estar na forma de sinal
analdgico ou digital. No processamento dos dados podem ser aplicadas equacdes
para a média intensidade de radiacdo, a relacdo sinal/ruido 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 éptico, acionamento do sensor e envio do

sinal processado a interface maquina-usuario.
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Atualmente todas as funcionalidades necessarias para a formacéo de
um sistema de controle podem ser reunidas em um Unico dispositivo eletrénico, o

microcontrolador!’8,

Este dispositivo engloba circuito eletronico de controle,
interface analdgica/digital, memodria e processamento de dados. Além disso, é

reprogramavel, possibilitando flexibilizacdo em aplicacdes diversas.

1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O primeiro espectrofotdmetro foi feito pela empresa Beckman Coulter
Inc. em 1940. Este instrumento foi desenvolvido pelo quimico Arnold O. Beckman
(1900 - 2004) em um projeto sob lideranca do engenheiro Howard Cary (1908 -
1991) *°.

A empresa Cecil Instruments foi também uma das grandes
contribuintes no desenvolvimento de espectrofotdbmetros. Em 1975, foram
desenvolvidas versdes de espectrofotometros de duplo feixe. Em 1981, produziu-se
um espectrofotobmetro controlado por um microprocessador, tornando-o um
dispositivo automatizado e mais rapido®.

Nos anos 90, estes instrumentos passaram a ser controlados por
computador, que exibiam na tela os espectros resultantes por meio de software.
Esses avancos devem-se as novas tecnologias em componentes eletrénicos como:
conversor analégico-digital (A/D), microprocessador e amplificadores eletrénicos.*

Nas Uultimas décadas encontram-se na literatura fotbmetros e

9,17

fluorimetros™ " com novas caracteristicas como: portabilidade, baixo custo e baixo

17,22-30

consumo de energia Esse bom desempenho foi possivel devido ao

surgimento de componentes eletrdnicos de menor custo e baixo consumo de
corrente, entre eles, destacam-se o0s microcontroladores®3!, LED%? %33,

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

1.3.1 Fotdmetros com LED

Palma e colaboradores® desenvolveram um fotdmetro portatil para a
determinacdo de potassio e nitrato. O circuito eletrdnico desenvolvido para o

instrumento foi implementado para compensar possiveis alteracdes do sinal devido a



17

mudancas de temperatura. Um programa simples foi desenvolvido e gravado no
microcontrolador viabilizando o uso do instrumento para aplicacdo em campo por
pessoal ndo treinado. Obteve-se uma faixa linear de trabalho para o ion nitrato de 2
x 10°®a 1 mol L™ com R = 0,9998 e para o ion potassio foi obtido uma faixa linear
de trabalho de 5 x 10° a 0,1 mol L™* com R = 0,9998.

Lima>® desenvolveu um fotdmetro NIR (do inglés, Near Infrared Region)
portatil usando dois LEDs, com maxima emissdo em 1300 nm e 1689 nm, como
fontes de radiacdo. O instrumento desenvolvido foi aplicado a determinacdo de
compostos arométicos (BTX, Benzeno, Tolueno e Xileno) em amostras de agua
contaminada por gasolina. Comparando-se o desempenho do instrumento
desenvolvido com instrumentos comerciais, 0s resultados foram compativeis ha um
nivel de confianca de 95%.

Fonseca e Raimundo Jr.*® desenvolveram um método simples para
discriminagdo de agua utilizando um fotébmetro multi-LED (emissdo em 470, 500,
525, 562, 590, 612, 636 e 654 nm), reagentes cromogénicos (murexida, eriocromo T
e 4-(2-pyridylazo) resorcinol) e ferramentas quimiométricas. As ferramentas
guimiométricas utilizadas foram PCA (do inglés, Principal Component Analysis), HCA
(do inglés, Hierarchical Clusteri Analysis) e SIMCA (do inglés, Soft Independent
Modelling of Class Analogy) proprias para a classificacdo. Nesse estudo as
principais espécies que contribuiram para o modelo foram os ions Ca** e Mg?".

Além do uso tipico de LEDs como fonte de radiagdo Tymecki e
colaboradores®” desenvolveram um fluorimetro usando LED como sensor para
determinacao de riboflavina. Para tanto, utilizaram-se dois LEDs como fonte de
excitacao das espécies, e o terceiro como sensor do instrumento. Em outro trabalho,
Pokrzywnicka e colaboradores® desenvolveram o conceito de um
fotdbmetro/fluorimetro usando um LED como fonte de radiagdo e outros dois LEDs
como sensor. Segundo a configuragéo proposta, um dos LED/sensor foi posicionado
a 180° em relacédo a fonte de REM, e o outro a 90°. Atendendo, portanto, a
configuracéo basica de um fotdmetro e de um fluorimetro, respectivamente.

Baseado no efeito Schlieren, Diniz et al. *° desenvolveram um sistema
fotométrico usando LED para determinacdo de NaCl, KCl e glicose em drogas
injetdveis. Os dados das amostras foram processados com a ferramenta

quimiomeétrica PLS (do inglés, Partial Least Squares).
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1.3.2 Fluorimetros com LED

Muitos fluorimetros tém sido desenvolvidos usando-se LEDs* como
fonte de REM para excitagdo das espécies fluorescentes.

Wigton e colaboradores* demonstraram como desenvolver um
fluorimetro de baixo custo para uso em laboratérios de ensino. O mesmo foi aplicado
na determinagcdo de vitamina Bl em amostras comerciais. O instrumento
desenvolvido apresentou bom desempenho e o custo total foi de cerca de U$ 80,00.

Pokrzywicka e colaboradores® desenvolveram um fluorimetro
compacto para determinacao de calcio em fluxo. O instrumento possuia trés LEDs,
onde dois atuaram como fonte de excitacdo (475 nm) e o outro como fotodetector
(630 nm). A célula em fluxo deste sistema possuia capacidade de 60 L, onde foram
analisadas amostras de agua mineral e fluidos fisiologicos humano (soro e urina)
contendo calcio. Para isso, usou-se a calceina como fluoréforo, sendo o sistema
capaz de analisar cerca de 60 amostras por hora.

Heart e Jiji** desenvolveram um método espectrofluorimétrico utilizando
uma matriz de LEDs (370, 430, 470, 505, 530, 590 e 636 nm) em série para
excitacao das espécies fluorescentes, e uma camera CCD com resolucédo de 1024 x
256 pixel como dispositivo de detecgdo. Usando o instrumento multi-LED aliado ao
método quimiométrico foram estudadas sete espécies fluorescentes: fluoresceina
monoanionica, fluoresceina dianidnica, Rodamina B, di-n-fenilantraceno, vermelho
do Nilo (Nile Red), 9-10-bis(feniletinil)antraceno e safranina. Com o trabalho

proposto limites de deteccdo menores que 5 ppb e elevada sensibilidade analitica.

1.3.3 Instrumentacdo microcontrolada em Quimica Analitica

Nas ultimas décadas, os microcontroladores tém sido o principal
componente usado para controle de instrumentos de analises quimicas. Na TABELA

1.2 sao apresentados alguns instrumentos desenvolvidos com este dispositivo.

TABELA 1.2 - Instrumentos microcontrolados em quimica analitica

Autor Ano Instrumento Microcontrolador

Veras et al. 2009 Espectrofotdmetro PIC16F877%
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Neelamegam et 2010 Potenciometro ATmega8535*
al.

Sorouraddin et 2011 Fotocolorimetro MC2051%°

al.

Devaraju et al. 2011 Analisador termogravimétrico PIC16F877A*
Santos et al. 2011 Nefeldmetro PIC18F4550%
Esrafili et al. 2012 Cromatégrafo liquido AVR*

Santos et al. 2012 Turbidimetro PIC18F4550*
Laskar et al. 2013 Refratdmetro ATmega 32%
Dias et al. 2014 Fotémetro PIC18F4550%
Cruz et al. 2014 Potenciostato BeagleBone®
Koczor et al. 2015 Ressonancia magnética BeagleBone *!

1.4 APLICAGAO DOS METODOS FOTOMETRICO E

FLUORIMETRICO

1.4.1 Determinacado da estequiometria de um complexo

A medida ou a quantidade de elementos quimicos € definida como
estequiometria. Essa terminologia foi introduzida por Richter, um quimico alemé&o
que publicou em 1792 um trabalho intitulado “Lei das proporcdes reciprocas”, que
permite obter a férmula quimica dos compostos®°3, Assim, por meio de célculo
estequiométrico pode-se calcular as quantidades de matéria das substancias que
participam de uma reacdo quimica a partir de outras quantidades de matéria (ou
massa) conhecidas™.

Partindo desse principio, introduzido por A. L. Lavoisier em 1774
conhecido como a Lei da Conservacdo das Massas, verificou-se que a massa dos
reagentes numa reacdo era a mesma massa encontrada nos produtos, apés a
reacao.

Em seguida, surgiu a Lei das Propor¢cdes Constantes que foi
introduzida pelo quimico L. J. Proust em 1801. Essa lei diz: "Uma determinada
substancia composta é formada por substancias mais simples, unidas sempre na
mesma proporgdo em massa”. Assim, a partir da Lei de Proust deu-se origem aos

célculos estequiométricos®.
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Existem alguns métodos que podem ser utilizados para se obter
informacdo sobre a estequiometria de formagdo de complexos como o método de
Yoe & Jones (ou método razdo molar)®’, método de Job (ou método das variacdes
continuas) e diagrama de Scatchard®*°. Esses métodos podem determinar se um
ligante polidentado, L,, coordena-se com um, dois, ou mais ions metalicos, M, . Estes
métodos permitem também a determinacdo da constante de formacdo de um
complexo estavel com um ligante, MxLy6°. No entanto, o0 método desenvolvido por
Job é preferivel para reacdes em que as proporcdes do metal:ligante sejam de 1:1°.

Muitos dos complexos formados por M,L, s&o cromoforos. Desta
forma, o produto da reacdo pode ser determinado por medidas de absorbancia.
Assim, pode-se fazer um estudo da razdo metal:ligante mantendo-se constante a
concentracdo total das espécies [M,]e [Ly]. Nessa metodologia, quando a

estequiometria do complexo é alcancada a absorbancia se mantém constante.

1.4.1.1 Método da razdo molar

A orto-fenantrolina (o-Fen) é um ligante bidentado(L,) que forma um
complexo com o ferro(ll) (M,). Este complexo apresenta maxima absorbancia em

510 nm ao ser formado®®. Para fins didaticos, considera-se a razdo metal:ligante

desconhecida, como mostrado na EQUACAO 1.12 %%,
m(Fe?") + n(o-Fen) =——= Fen(o-Fen),*" (1.12)

No método das razbes molares, representa-se a absorbancia da
solugcéao contendo uma concentracgéo fixa de um dos reagentes em funcao do volume
do outro. Um grafico similar ao apresentado na FIGURA 1.2 é obtido. No ponto de
interseccéo das duas retas, encontra-se 0 ponto em que as concentracoes atingiram

propor¢cdes estequiométricas.
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FIGURA 1.2 - Gréfico hipotético para razado estequiométrica de um complexo:
M,:L,.

Apos a obtencdo da estequiometria da reacdo, utilizando-se
EQUACAO 1.12 pode-se determinar a constante de formacdo pela equacido do
equilibrio quimico, EQUACAO 1.13.

_ [M]*[L]Y
KMxLy - [MyLy|

(1.13)

Para se calcular Kwm,L,» deve-se conhecer as concentracdes dos

reagentes e produtos no equilibrio. Assim, pode-se tomar como referéncia o ponto
de interseccdo, em destaque na FIGURA 1.2. Partindo-se da lei de Lambert-Beer,
EQUACAO 1.14.

A =& b[M,L,] (1.14)

Obtém-se a concentragédo do complexo.
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[M,L,] == (1.15)

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

A
£ =
b.[MyLy]

(1.16)

Onde A, € a absorbancia e b, o caminho éptico.

Sabendo que a concentragdo do produto atinge um limite, isto €, um
dos reagentes € o limitante, consequentemente, a absorbancia torna-se constante. A
partir desse valor de absorbancia e, da concentracdo da espécie formada, pode-se
calcular o coeficiente de absortividade molar, EQUACAO 1.16.

Entdo, pode-se estabelecer um balanco de massa para a concentracéo
de M (Cy) e do ligante (C,). Onde Cy = [M]+[M,L,] e C, = [L] +[M,L,].

Rearranjando tem-se:
[M] = Cy — [MyLy] = Cy — X(4/,,) (1.17)

[L] = C, = [McLy] = C. =¥ (4/,,) (1.18)

Substituindo na equacao da constante de estabilidade tem-se:

&b

Kuer, = A 1.19
MyLy (CM_X(A/g_b)) .(CL—Y (A/g.b))y ( )

1.4.2 Determinacao de sulfito

Dentre os agentes quimicos utilizados em alimentos para conservacao,
tém-se os “agentes sulfitantes”, TABELA 1.3%°°®". Eles s&o utilizados como agentes
redutores, podendo ser adicionados em alimentos e produtos farmacéuticos®%%%,

Estes compostos inibem a acdo provocada pelas bactérias, fungos e leveduras em



23

alimentos acidos e na inibicdo de reacdes enzimaticas durante o processo de

estocagem.

TABELA 1.3 - Formulas quimicas e numeros de identificacdo dos agentes sulfitantes

Substancia Formula INS*
hidrogenossulfito de calcio Ca(HSO3), 227
hidrogenossulfito de potassio KHSO3 228
hidrogenossulfito de sodio NaHSO; 222
dioxido de enxofre SO, 220
metabissulfito de potassio K2S,05 224
metabissulfito de sédio Na,S,0s5 223
sulfito de calcio CaS03.2H,0 226

sulfito de potéssio K2SO3 225
sulfito de soédio Na,SO; 221

* INS - Sistema internacional de numeracao de aditivos alimentares. Tabela adaptado de TOLEDO".

A presenca deste aditivo nos alimentos pode proporcionar efeitos

diversos a saude humana, a saber: crise asmatica, distlrbios neuroldgicos, nauseas,

71-77

irritacdo gastrica local e urticaria Assim, a Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) limita a concentracdo de agentes sulfitantes em alimentos ®"°,

TABELA 1.4.

TABELA 1.4 - Limites maximos permitidos para adicdo de agentes sulfitantes em
bebidas, conforme legislacéo brasileira vigente "

Limite maximo (mg/L)

Bebidas (expresso em SO,)

Cerveja 20,0
Cooler 350
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Licor de frutas 100,0
Refrigerantes 40,0
Saqués 350
Sidras 350
Suco de frutas 200
Vinhos 350
Vinhos de frutas 350

As EQUACOES 1.20-1.22 representam o equilibrio do diéxido de
enxofre que apresenta solubilidade em agua de 1,242 mol L™ a 25 °C. A reacéo do
diéxido de enxofre em agua resulta na formacdo do acido sulfuroso, HSO3~, SO5* e
S,05%" dependendo do pH .

50;0ag) + H2O)y = H2803(qq) (1.20)
H,S05(aq) + HyOy = H30 () + HSO3(44) (1.21)
HSO3(aq) + H200) == H30(3q) + SO3(aq) (1.22)

O metabissulfito (S20s5 (ag)) presente nos aditivos INS 223 e 224 quando
em solucdo séo convertidos em hidrogenossulfito (HSO3"), EQUACAO 1.23.

Szog@q) + H,03 = 2HSO34, (1.23)

Os valores dos pKss para o acido sulfuroso sédo 1,91 (pKaj;) e 7,18
(pKay), sendo considerado um é&cido fraco. A FIGURA 1.3 apresenta as fragdes das
espécies formadas a partir da dissociacdo do acido sulfuroso em funcéo do pH. Em

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

concentracdes superiores, ja em pH superior a 7,2, o ions sulfito prevalecem.

1,0

159 HSO; SO;
0.8

0,6-

% SO2 Total

0,4

0,2

0,0,

FIGURA 1.3 - Distribuicdo das espécies ionizadas de diéxido de enxofre em funcéo
do pH. Figura adaptada de Vicentini®.

1.4.2.1 Método de referéncia para determinacao de sulfito

O método de referéncia indicado pela Association of Official Analytical
Chemists é a iodimetria®®. Esse método consiste na titulacdo da amostra por uma
solucdo padréo de iodo em iodeto de potassio, usando suspensdo de amido como
indicador redox. Faz-se o uso de uma solugdo padrédo de iodo (l;), preparada
mediante dissolucdo do iodo em solugéo aquosa de iodeto de potassio (KI)®. O iodo

€ usado diretamente na titulacdo como oxidante.

Ao final da titulacdo, o excesso de iodeto reage com a molécula de
amido, e uma cor azul escura € observada, indicando o final da titulagdo, EQUACAO

1.24.
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503(aq) + L T H30(th) = 2lgp T 504(aq) + 3H(+aq) (1.24)

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

(SO,) nas amostras.

1.4.2.2 Método fotométrico para a determinacao do teor de SO5* total

A determinacédo de sulfito pelo método oficial indicado pela Association
of Official Analytical Chemists, a iodimetria®!®2
na EQUACAO 1.24.

No método fotométrico desenvolvido em nosso grupo de pesquisa para

, envolve uma reacao redox mostrada

a determinacdo deste analito, o sulfito reage com Fe®* complexado com a o-
fenantrolina ([Fe(o-Fen)s]**), EQUACAO 1.25, reduzindo este complexo, formando
sulfato e um complexo cromogénico ([Fe(o-Fen)s]*)®*, EQUACAO 1.26, que possui

méaxima absorbancia em 510 nm&+,

2Felfy + 6(Ci2HgNy) (oqy < 2[Fe(Ci2HgNy)s)iag

(1.25)
[Fe(CleSNz) ](aq) + HSO3(G.(I) + H20(l) A Z[Fe(CleBNz) ](aq) + 504(aq) + 3H(-I;1q)
(1.26)

1.4.3 Determinacdo de célcio em 4gua mineral

Um dos parametros utilizados para avaliar a qualidade da agua,
dependendo de suas finalidades, s&o os niveis de concentracdo dos fons Ca**
Mg®*. A presenca destes fons em agua, conhecida como dureza da agua, é um dos
parametros de interesse industrial e consumo humano. O conhecimento da
concentracdo destes ions em agua € imprescindivel para o destino da mesma, e

para que seja realizado o adequado tratamento.
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Na industria, elevadas concentracbes desses ions podem causar
incrustacbes nas tubulagbes, e para o consumo humano apresentar sabor

desagradavel e efeito laxativo. A dureza da 4gua, geralmente esta relacionada ao

solo da qual ela foi retirada®°*.

Para determinacdo da dureza da agua, a norma brasileira indica o

89,90,92

meétodo titulométrico usando o EDTA (do inglés, ethylenediamine tetraacetic

acid). Um método alternativo para determinacdo da dureza total esta no uso da

calceina®*®

, um reagente fluorescente.
A reacdo entre a calceina e os fons Ca®" e Mg?* segue a mesma
estequiometria, resulta também, no mesmo efeito na emissado do fluoréforo®. Assim,

este método é Util para a determinacdo da concentracao total de fons Ca** e Mg**.



2 Objetivo

Chute o balde, mas ndo derrame agua!



Na literatura ndo existem instrumentos hibridos fotométricos, tais como
fotbmetro/fluorimetro usando LED tricolor, microcontrolador e sensor multicanal.

Partindo dessas caracteristicas, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um instrumento hibrido capaz de funcionar como fotdmetro ou
fluorimetro. 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 caracteristicas, ele deve possuir também

as seguintes vantagens:

e Portabilidade;

e Baixo custo;

e Compacto;

e Baixo consumo de energia;
e Conexao USB;

e Programa de controle de facil manipulacéo.

O software, desenvolvido além do controle do instrumento e da
aquisicdo dos dados, deve possibilitar ao usuério ferramentas indispensaveis para a
obtencdo dos parametros analiticos, tais como: curva analitica, equacédo da reta,
coeficiente de correlacdo linear, sensibilidade analitica, limite de deteccdo e de
quantificacao.

Além do que foi exposto, o instrumento hibrido desenvolvido deveréa ser
uma alternativa viavel para utilizacdo em campo, em lugares remotos, e apresente
desempenho analitico satisfatério, possibilitando aplicacbes em estudos de interesse
quimico. Para isso, o mesmo foi aplicado na determinacdo da constante de
estabilidade e estequiometria de um complexo cromogénico, determinacao de sulfito
em bebidas, e concentracdo total de Ca®* e Mg?* em &gua mineral e a fim de
demonstrar algumas alternativas de aplicacbes do fotdbmetro/fluorimetro

desenvolvido.



3 Desenvolvimento do
fotometro/fluorimetro
microcontrolado

S0 existe crise, quando ha necessidade de mudanga!
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Para o desenvolvimento do instrumento proposto serd apresentado
inicialmente um estudo das caracteristicas dos componentes basicos necessarios ao
protétipo (P2FM, fotbmetro/fluorimetro microcontrolado) e, em seguida, as partes

eletrbnicas, mecanicas e programacao.

3.1 ESTUDO DOS COMPONENTES

Para melhor entendimento das partes que constituem o P2FM
proposto, tem-se na FIGURA 3.1 uma representacdo esquematica dos principais
componentes. Nessa representacdo, ha um microcontrolador que atua como
unidade de gerenciamento no controle de todos os periféricos a ele conectado.
Todavia, os comandos e a transmissdo de dados séo realizados por uma interface

USB, bem como a alimentacao do instrumento.
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MICROCONTROLADOR
SENSOR DE TEMPERATURA]
FOTODETECTOR
D
— L INTERFACE USB
LED 02

FIGURA 3.1 - Representacdo esquematica do instrumento desenvolvido com os
principais componentes conectados a um microcontrolador PIC-18F2455.
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3.1.1 Fonte de alimentacéo

As fontes de alimentacdo de dispositivos elétricos/eletrénicos sao
constituidas por componentes elétricos e eletrbnicos configurados de forma a
fornecer uma diferenca de potencial estavel e adequada. Em computadores de
bancada ou portateis, a diferenca de potencial é de 5,0 VCC (potencial de corrente
continua). Essas fontes podem fornecer essa diferenca de potencial a partir da rede
de distribuicdo, que no Brasil é 110 V ou 220 V com frequéncia de 60 Hz. Baterias
como as usadas em nobreak também podem ser utilizadas.

Na FIGURA 3.2, tem-se um esquema representativo da alimentacéo
elétrica de um microcontrolador via interface USB 2.0 de um microcomputador. Com
0 uso da interface via USB 2.0, que é padronizada para transmissdo de dados em
potencial de 5,0 VCC, uma corrente de até 300 mA fornece a alimentacao do P2FM.
Utilizou-se também nesse projeto componentes eletrbnicos que operam nesse

mesmo potencial.

PIC-18F2455
el D
i i
1 % ——
. E % vee —
inni E % L[vcc vee
j;E 1 o usB UsB-PC '
100nF == 100nF E % F[GND GND

FIGURA 3.2 - Representacado da alimentacdo 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
indispensavel para o projeto do P2FM, atuando no controle dos periféricos,
processamento e envio de dados. Para que todas essas funcbes sejam executadas,
deve-se gravar previamente em sua memoria interna uma rotina de cada uma das
funcdes a serem executadas, por meio de um programa embarcado.

Os microcontroladores estdo presentes desde sistemas simples como
um relogio, até Tablets mais modernos.

Abaixo seguem as principais caracteristicas do microcontrolador
PIC18-F2455 utilizado:

* 2 kbytes de memoria RAM;

» Tamanho da memdria: 24 kbytes;

* Memoéria EEPROM: 256 bytes;

* 24 terminais disponiveis para entrada e/ou saida de dados e
comandos;

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

* Interface RS 232;

* Numero de instrucdes: 12288;

» Dez conversores analdgicos/digitais de 10 bits.

Na FIGURA 3.3, tem-se wuma representacdo padrdo do
microcontrolador PIC-18F2455, onde sdo mostrados os 28 terminais. Alguns desses
terminais podem ser configurados durante a programacao para assumirem funcoes
diferentes ao longo da execug¢&o de um programa.

Dentre as treze fungdes que podem ser adotadas, considerando-se as
caracteristicas de cada terminal, destacam-se: conversor analdgico-digital (AD),
interface USB 2.0, entrada ou saida de sinal.
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o]
MCLR/VPP/RE3 — [ 1 A 28| ] < RB7/KBI3/PGD
RAO/ANO =—[]2 27[] =— RB6/KBI2/PGC
RA1/AN1 =—=[|3 26| ] -=— RB5/KBI1/PGM
RA2/AN2/VREF-/CVREF =—[_|4 25[ ] =—= RB4/AN11/KBIO
RA3/AN3/VREF+ =+—[|5 10 24[ ] < RB3/AN9/CCP2() VPO
RA4/TOCKI/C1OUT/RCV =—[|6 S 23[ ] =— RB2/AN8/INT2/VMO
RA5/AN4/SS/HLVDIN/C20UT <—[|7 L 22| ] =—= RB1/AN10/INT1/SCK/SCL
Vss—[]8 €Q 21[] =—= RBO0/AN12/INTO/FLTO/SDI/SDA
0SC1/CLKI—=[]9 o 20[ ] =<— VoD
OSC2/CLKO/RA6 =—[]10 o 19[] <— Vss
RCO/T10SO/T13CK| =-—[| 11 18[ ] =—= RC7/RX/DT/SDO
Rc1/T108l/ccP2(W/UCE =[] 12 17[] = RC6/TX/CK
RC2/CCP1 =—=[]13 16| ] =<—= RC5/D+/VP
Vuse =—[|14 15[ ] =—= RC4/D-/VM

FIGURA 3.3 - Microcontrolador PIC18F2455.

Para que um microcontrolador possa executar suas devidas funcoées,
este deve ter um programa gravado previamente em sua memoéria. Dentre as
linguagens de programacdao utilizadas para este propdsito tem-se principalmente: a
linguagem C, Pascal, Basic e Assembly. Este programa € inserido na memoéria do
microcontrolador por meio de uma placa de gravacdo, como aquela apresentada na

secao 3.1.7.

3.1.3 LED-RGB

Os LEDs atuaram como fontes de radiacdo do P2FM. Portanto, os que foram
utilizados neste trabalho sdo de alta intensidade luminosa (mcd, milicandela) com
emissao em comprimentos de onda na regido visivel do espectro, em trés faixas,
denominados tricolores ou RGB (do inglés, red, green, blue). Foi utilizado um LED
tricolor da Avago Technologies®, modelo ASMT-QTB0-0AA02%. Na FIGURA 3.4,
sao apresentados os espectros de emissdo para cada comprimento de onda distinto
do LED-RGB: 470, 528 e 621 nm. Vale ressaltar que esse componente eletronico

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 alimentacédo, 5 V, necessitando de um

circuito simples para o acionamento com o microcontrolador.

INTENSIDADE RELATIVA

430 480 530 580 630 680
COMPRIMENTO DE ONDA/nm

FIGURA 3.4 - Espectro de emissao 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-3200%° da TAOS® (do inglés, Texas Advanced
Optoelectronic Solutions) € um conversor de radiacdo em um sinal elétrico na forma
de frequéncia. A frequéncia de saida do fotodetector é proporcional a intensidade de
radiacdo incidente sobre sua superficie fotossensivel. Este dispositivo € formado por
um arranjo de 64 fotodiodos divididos em quatro grupos de 16 fotodiodos. Cada
conjunto tem uma faixa fotossensivel distinta, denominado de canal.

O canal desejado é selecionado por um comando elétrico em forma de
codigo binario 2% Nesse caso, a vantagem do fotodetector multicanal estad na
possibilidade de usar diferentes regides do espectro, dispensando o uso de filtros ou
redes de difragéo®’.

A tecnologia utilizada no TCS-3200 permite uma interface direta com o
microcontrolador, pois a amplitude de potencial do sinal digital € a mesma de

operacéo do microcontrolador, ou seja, de 5 V. O microcontrolador seleciona a faixa



37

espectral de trabalho e a frequéncia do sinal de resposta, através de um programa
escrito em linguagem C.

A vantagem da utilizacdo de um fotodetector com saida de sinal em
formato digital e de conexado direta ao microcontrolador esta em eliminar os ruidos
gerados quando se usa um circuito amplificador, ou outros componentes eletronicos.
Na FIGURA 3.5 é apresentado o grafico da resposta do sensor para cada arranjo de

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

distintos.
1,0
Canal 1: wm
Canal 2; ==
0,8- Canal 3: mem
Canal 4: ===

0,4+

Resposta relativa (u.a.)
o
N

=
(=)

400 ' 600 ' 800 © 1000
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 3.5 - Resposta do sensor TCS-3200 em funcdo da REM. Canal: 1) 4,4
735 nNm; 2) Apax - 410 € 735 nM; 3) Appax - 475 € 845 NM; 4) A0, - 540 € 830 nm.

Na FIGURA 3.5 tem-se o0 espectro de fotossensibilidade em cada um
dos quatro canais do sensor. A linha em preto representa o espectro do canal 1 que
possui maxima sensibilidade em 735 nm. A linha em vermelho representa o canal 2,
com maxima sensibilidade em 410 e 735 nm. De forma similar a linha em azul

representa o canal 3 que tém dois picos de maxima sensibilidade em 475 e 830 nm.
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A linha em verde representa o canal 4, e este por sua vez, possui maxima
sensibilidade em 540 e 830 nm.

O uso do fotodetector multicanal TCS-3200 sera principalmente para
quando o instrumento estiver com o modo fluorimétrico ativado. Pois, em
fluorimetria, sugere-se o uso de filtro para evitar a interferéncia do comprimento de
onda da REM de excitacdo do cromdéforo, justificando-se, desse modo, o uso do

sensor multicanal.

3.1.5 Sensor de temperatura LM35

O sensor de temperatura LM35% & o componente eletrdnico que
responde a variacbes de temperatura sob o seu encapsulamento plastico, e que
pode ser facilmente integrado a um circuito eletrénico. Este CI (do inglés, integrated
circuit) comporta em Unico encapsulamento toda parte eletrdnica, onde o mesmo
conta com trés terminais. Dois terminais sédo utilizados para a alimentacdo e o outro

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

e Resposta em graus Celsius;

e Variacao linear, +10 mV/°C;

e Faixa de resposta, —-55 °C a +150 °C;

e Baixo custo;

e Baixa impedancia;

e Encapsulado pléstico;

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

Além dessas caracteristicas, 0 sensor pode ser conectado diretamente
na entrada do conversor analdgico/digital do microcontrolador, simplificando,

portanto, o circuito eletrénico.

3.1.6 Interface USB 2.0

Dentre os principais tipos de conexdo estabelecida entre dois
instrumentos que se utilizam cabos tem-se a interface USB*. Esse tipo de conex&o

teve uma grande aceitacdo no mercado, pois é entendida pelos usuarios como um
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tipo de interface “ligar e usar” o que anteriormente fazia-se necessario a instalagédo
de softwares de interface que muitas vezes geravam conflitos.

O padréao proposto para uso no P2FM € USB 2.0 que possui velocidade
de transmissao de 480 Mbps, cerca de 60 MB por segundo.

Além disso, no algoritmo existem dois termos, o VID (do inglés, vendor
identify) e o PID (do inglés, product identify), que s@o os registros dos dispositivos
conectados ao computador. A organizacdo que controla os registros VID e PID
liberou um nimero padrao destes que pode ser utilizado por qualquer desenvolvedor

dispensando o registro.

3.1.7 Placa de gravagao

Para que uma rotina de funcdes em um programa seja gravada na
memoria do microcontrolador, € necessario o uso de uma placa de gravacéo. Este
dispositivo é indispensavel para a verificacdo das funcbes gravadas no
microcontrolador, e o seu correto funcionamento.

Os microcontroladores da Microchip® permitem regravacdo 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
0 envio e processamento de dados.

Na FIGURA 3.6, tem-se uma placa de gravacao desenvolvida por uma
empresa brasileira, Microgénios®, modelo MicrolCD-Zif. Essa placa é conectada e

alimentada pelo computador via porta USB.
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FIGURA 3.6 - Placa de gravacdo de microcontrolador Microgénio®, modelo
MicrolCDzif.

3.2 DESENVOLVIMENTO DO CIRCUITO ELETRONICO DO P2FM

3.2.1 Fonte de alimentacéao e interface USB

Para contornar a necessidade de se desenvolver uma fonte de
alimentacao exclusiva para o P2FM, conforme descrito em 3.1.1, usou-se a conexao
USB de um computador.

Na FIGURA 3.7, tem-se 0 esquema do circuito eletrdnico utilizado para
alimentacéo pelo terminal da interface USB 2.0. Para a interface é obrigatério o uso
de um capacitor ceramico de 470 uF (C4), segundo determinacdo do fabricante. No
conector J1 h& dois terminais responsaveis por disponibilizar a diferenca de
potencial necessaria. O terminal 1 (J1) para +5,0 V e o terminal 4 (J1) para 0,0 V
(GND). O capacitor C3 tem como fungéo evitar possiveis oscilagfes. Os terminais 2

e 3 sao exclusivos para transmissao de dados.
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FIGURA 3.7 - Representacdo do sistema de alimentacdo do microcontrolador e
interface USB. X1 = cristal oscilador de 4MHZ, J1 = Conector macho USB.

3.2.2 Microcontrolador

No topico anterior foi apresentada a fonte de alimentacdo do
microcontrolador PIC-18F2455. Um esquema do circuito eletrdbnico com o0s
componentes bésicos para funcionamento do PIC-18F2455 foi apresentado na
FIGURA 3.2 onde, os componentes eletronicos C1, C2 e X1 (cristal de quartzo)
estdo interligados de forma a gerar um sinal de oscilacdo com frequéncia 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 € igual a utilizada na alimentacao
do microcontrolador, 5,0 V. O microcontrolador tem como funcéo selecionar o arranjo
de fotodiodos que responde a uma dada faixa espectral, e a frequéncia do sinal de

resposta.

Na FIGURA 3.8 tem-se o esquema do circuito eletrénico do
fotodetector e os terminais do microcontrolador. O TCS-3200 € dotado de 8
terminais, onde os terminais VCC (5,0 V) e GND (0 V) sdo exclusivos para
alimentacdo. Os demais sao utilizados para o controle e selecéo dos filtros opticos

do fotodetector aplicando-se, 0 ou 5,0 V, para a selecao da frequéncia de trabalho.
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FIGURA 3.8 - Esquema do circuito eletrénico desenvolvido para conexdo do
detector TCS-3200 as portas dos microcontrolador PIC-18F2455.

Na TABELA 3.1 s&o apresentados os terminais para o controle do sinal
de frequéncia (sinal digital na saida), sendo eles SO e S1. A frequéncia média do
sinal de resposta pode ser selecionada para 1,1; 11,1; 110,0 ou 550 KHz. Os
terminais SO e S1 estdo conectados as portas RA1 e RA2 do microcontrolador,

respectivamente.

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

S0 (V) S1 (V) Frequéncia de resposta / KHz
0 0 ~1,1
0 5 11
5 0 110
5 5 550

Legenda: SO = S1 = terminal de controle da frequéncia de operacédo do sensor.

Os terminais S2 e S3 do TCS-3200 sao utilizados para selecdo do
canal, conforme TABELA 3.2. Para selecao do canal desejado, deve-se aplicar uma
tensdo nos terminais S2 e S3 de 0 ou 5 V, equivalente a sele¢cdo apresentada na
TABELA 3.1. Os terminais S2 e S3 sédo conectados as portas RA5 e REO do

microcontrolador, respectivamente.
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TABELA 3.2 - Controle dos terminais para selecao 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 6pticos existentes no sensor.

3.2.4 LED

Na FIGURA 3.9, é apresentado o esquema eletrbnico de conexao para
cada um dos anodos de dois LEDs tricolores (LED01-RGB e LED02-RGB) que estéo
conectados respectivamente a seis portas do microcontrolador, a saber: RD7, RD6,
D5, D4, D3 e D2 do PIC-18F2455. O LEDO1-RGB sera utlizado no meétodo
fotométrico e o LED02-RGB no método fluorimétrico. A selecdo do método desejado
e o comprimento de onda do LED tricolor utilizado, serd determinado por um
programa embarcado gravado na meméria do microcontrolador PIC-18F2455, topico
3.3.
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FIGURA 3.9 - Esquema do circuito eletronico dos LEDs tricolores. Fonte de
radiacdo: 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 0 esquema de conexao utilizado para o
sensor de temperatura. O sinal de variacdo de temperatura do sensor é indicado no
terminal 3 (VO) com uma variagdo na diferenca de potencial. Esse terminal esta
conectado na entrada analégica do microcontrolador RAO, que tem como funcdo

converter esta informacao analdgica em °C.

VCC+5V

s | LM35

FIGURA 3.10 - Circuito eletrénico do sensor de temperatura LM35 com saida de
sinal no terminal VO (3) conectado a entrada analégica RAO do microcontrolador.
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3.3 PARTE MECANICA

Os componentes que compdem a parte Optica do instrumento foram
projetados para serem dispostos em distancia e orientacdo previamente definida.
Dessa forma, na FIGURA 3.11 tem-se uma representacdo do suporte de
amostragem. Pode-se ver que na parte superior h4 um orificio para inser¢cdo de
recipientes de amostragem em formato cilindrico, um vial foi utilizado para este
propésito. Além disso, estda em destaque a posicdo em que estdo dispostos os

componentes 6pticos do instrumento: LEDs e sensor.

LED1

FIGURA 3.11 - Figura representativa do suporte de amostragem.

As dimensdes reais do suporte de amostragem, FIGURA 3.12, sdo
apresentadas em quatro vistas com suas respectivas posteriores. Vale ressaltar que,
este suporte foi projetado para que as amostras estejam em um recipiente cilindrico
com diametro de 11,5 mm. Preferiu-se um suporte cilindrico por apresentar maior
facilidade de fabricacdo. Sendo assim, usou-se recipiente de amostragem cilindrico
de vidro (vial) transparente com capacidade de 2 mL.
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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 x 70 x 85 mm).
Para melhor entendimento das dimensdes deste instrumento e de sua

conexdo 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 sao desenvolvidos em softwares com estrutura
dedicada, onde sdo encontradas algumas rotinas e fungdes predefinidas. Um
programa embarcado deve ser gravado na memoria do microcontrolador para
controle dos componentes eletrénicos conectados e dos dados recebidos, enviados
e processados. Programas embarcados podem ser desenvolvidos em diferentes
linguagens de programacéo, por exemplo: C, C**, assembly, Pascal, dentre outras.

Nesse projeto, foi utilizado o software MikroC PRO, no qual programas
em linguagem C séo desenvolvidos.

No programa embarcado do P2FM, as seguintes rotinas foram

desenvolvidas:

e Acionamento dos LEDs de emisséo ou excita¢ao;

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

e Envio e recepcdo de dados e funcdes a serem executadas via interface USB.

3.5 SOFTWARE DE CONTROLE EM PLATAFORMA WINDOWS

Muitos instrumentos que apresentam um maior nivel 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 € uma plataforma que permite o desenvolvimento de softwares em
diversos tipos de linguagens de programacao: 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 conectaveis via interface
USB, RS232, Bluetooth.

Na FIGURA 3.14 tem-se a tela principal do Visual Studio. Como pode-
se ver, o0 mesmo possui do lado esquerdo, a “Toolbox”, isto €, uma caixa de
ferramenta que contém icones de suas fun¢fes predefinidas, como impressora, abrir
arquivo, fechar, salvar, entre outras.

O “Form 17, no centro da figura, é a base da interface grafica comum
em softwares de desenvolvimento de ferramentas que sao apresentadas ao usuario.
No lado direto, tem-se o “Solution Explore”, que sao os locais e diretérios onde

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

Assim, com objetivo de estabelecer uma interface com o usuério 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 moéveis que possuam o sistema operacional Windows Fone 7.

Na FIGURA 3.15, é apresentada a tela principal do software
desenvolvido. Assim, 0 mesmo contém todos 0s itens necessarios para o controle,

aguisicao 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 funcéo do tempo; D — Curva analitica.

3.5.1 P&gina Principal

Na pagina principal do software de controle do P2FM existem quatro
caixas em destaque, as “group box”. A funcionalidade de cada uma dessas caixas €
descrita a seguir.

A caixa “1° Fonte de Radiacdo”, mostrada na FIGURA 3.16, esta
dividida em duas partes, “Sensor/Filtro” e “LED”. Na group box “Sensor/Filtro” faz-se
a selecdo da regido do espectro eletromagnético, uma vez que o P2FM possui um
sensor com quatro regides distintas para deteccdo de REM, sec¢éo 3.1.4. Enquanto
que, na group box “LED”, seleciona-se o comprimento de onda de maxima
intensidade Amaxda REM desejada, segundo o método que serd utilizado, fotométrico

ou fluorimétrico. Os comprimentos de onda selecionaveis séo: 470, 528 e 621 nm.
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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 trés botdes:
Escuro, Branco e Sinal. Ao ser pressionado “Escuro” os LEDs sao desligados e o
sinal de radiacdo espuria 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.

2% Registro do Sinal

Ezcuro

Branco

Sinal

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

No software a group box, “3° Curva Analitica”, tem o objetivo de facilitar
a obtencdo de parametros de desempenho analitico, FIGURA 3.18. Nesse sentido,
possibilitara aos usuarios, com um breve treinamento, coletar dados de um conjunto

de amostras e obter o desempenho analitico do método em uso. Assim, deverao ser
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preenchidas as caixas de texto no campo “Concentragao” e o resultado referente ao
valor da absorbancia serdo preenchidos automaticamente nas caixas de texto,
“‘Réplicas”. Para isso, basta pressionar o botdo que se encontra do lado da caixa de
texto das réplicas. Ao se pressionar o botdo “Calcular’, os dados referentes a cada
parametro de desempenho sédo apresentados em suas respectivas caixas de texto.
Esses dados podem ser salvos em “NOME.txt” (.txt formato ASCII) ao ser acionado

o botao “Salvar”.

3 Curva finalitica

Concentragio Replicas Equacao da Reta

00 — [on 00 0.0 Cosficients de Regressio
on 0o 0.0 0.0
0.0 0o 0o 00
0.0 0.0 0.0 0.0
on 0o 0.0 0.0
0.0 0o 0o 00

Desvio

Tt

Limite de Detecpda
Sinal/Ruida

1t

Limite de Quantificagdo

000000

e

Precis&a

Testet
Branco (10X ) QO (%]

Calcular Salvar

FIGURA 3.18 - Group box para obtencdo dos parametros de desempenho analitico.

3.5.2 Estabilidade do instrumento

Uma das ferramentas desenvolvidas nesse software foi uma caixa
grafica para registro do sinal de um croméforo ou fluoréforo ao longo do tempo,
FIGURA 3.19. Para espécies que apresentam elevada cinética de reacéo foi inserido
também uma opc¢éao de alteracdo de frequéncia de amostragem.

O botao “Frequéncia” envia a frequéncia em milissegundos da caixa de
texto ao lado. Essa € a frequéncia com que sdo coletados os dados, salvos e
apresentados.

A frequéncia de amostragem devera ser inserida pelo analista. Além
disso, apés a obtencdo dos dados, o analista podera salvar os dados no formato *.txt

para posterior visualizacao.
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FIGURA 3.19 - Caixa para estudo do sinal em funcéo do tempo.
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4 Experimental

“Todas as substancias sao toxicas. Nao existe substancia sem toxidade.
E unicamente a dose que determina esta toxidade”

Paracelso

Alguimista do século 1
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No desenvolvimento de instrumentacdo ou de métodos analiticos uma
das partes essenciais em tais estudos, é a verificacdo do desempenho analitico.
Para tanto, utilizam-se ferramentas estatisticas, e com estas, obtém-se os
parametros que expressam o desempenho analitico >%1%,

Para o procedimento experimental proposto nesse trabalho foram
realizados o0s seguintes testes: estabilidade do instrumento, teste do software

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

4.1 ESTUDO DA ESTABILIDADE DO PROTOTIPO

A estabilidade € uma das caracteristicas inerentes de cada instrumento
gue pode ser entendida como um parametro que trata das variacdes ou mudancas
na resposta instrumental que ocorrem ao longo do tempo. Como o PF2M é um
instrumento 6ptico, a estabilidade do mesmo é resultante de trés componentes: fonte
de alimentacao, fonte de REM e sensor.

Como descrito anteriormente, o P2FM tem uma parte Optica que
depende diretamente da orientacdo do feixe de REM, que depende também da
estrutura mecanica que o sustenta. Assim, o P2FM pode sofrer mudangas no
alinhamento das fontes de REM devido a impacto mecéanico no instrumento.

Este prototipo possui dois LEDs tricolores idénticos. Cada um possui
trés anodos responsaveis por emissdes de REM nas regifes azul (470 nm), verde
(528 nm) e vermelho (621 nm). Desta forma, existem seis fontes de radiagao.

Conforme a configuragdo apresentada na TABELA 4.1 estudou-se a
estabilidade do PF2M. Esse estudo foi realizado em ambiente com temperatura
controlada em 25+ 1 °C. Aplicou-se a seguinte sequéncia de procedimento para

aquisicao dos dados:

Conexao do P2FM no microcomputador;
Configuracao, TABELA 4.1,

Opcéao salvar, para adicionar o endereco;
Frequéncia, 30000 ms;

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

Fonte?/nm Sensor® / nm

Modo: Absorcao

470 480
528 540
621 750

Modo: Excitacao

470 480
528 540
621 750

aComprimento de onda de méaxima intensidade. ® Comprimento de onda de méxima

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,
solugBes aquosas do corante azul de metileno (1,6 x 10> mol L™) foram
preparadas. Por diluicdo, concentracbes menores dessa solucdo estoque foram
obtidas.

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

o sinal de maxima absorbéancia para configuracdo adequada do P2FM.

4.3 CALIBRACAO

A calibragdo instrumental®®'1%

, ho caso da quimica analitica
guantitativa, tem por finalidade relacionar com precisdo e exatiddo a resposta
analitica em funcdo da concentracdo de uma espécie quimica de interesse (variavel
de entrada de dados). No processo de calibragdo instrumental busca-se controlar

todas as condi¢des a fim de se ter um bom desempenho.
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A relacdo existente entre a resposta instrumental e a concentragéo,
pode ser expressa por uma equacdo, a equacéo linear da curva analitica. Além da
equacao linear da reta, outros parametros podem ser obtidos utilizando-se o
coeficiente angular da curva analitica (m, sensibilidade) e o desvio padrdo (s) do
sinal do branco. Calcula-se entédo, o limite de deteccédo (LD, 3s/m), e o limite de

quantificacéo (LQ, 10s/m)*>%102,

4.3.1 Calibracédo fotométrica

Realizou-se a calibracdo da instrumentacdo proposta utilizando trés

solucdes de corantes como padrao analitico: amaranto, azul brilhante e tartrazina.

4.3.1.1 Reagentes e solucdes

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 agua destilada.

Uma solucdo estoque de azul brilhante (1,0 x 10 mol L™) foi
preparada dissolvendo-se 267,1 x 10 g de azul brilhante para 500,0 mL de 4gua. A
solucdo estoque de amaranto (1,0 x 10~ mol L™) foi preparada com 302,2 x 107 g
do corante amaranto para 500,0 mL de 4gua. Uma solucéo de tartrazina (1,0 x 103
mol L™ foi preparada adicionando-se 416,5 x 1073 g de tartrazina para 500,0 mL de
agua. As solucdes foram preparadas em balBes volumétricos calibrados e, em

seguida, foram transferidas para frascos opacos.

4.3.1.2 Instrumentos

Foi utilizada uma balanga analitica Shimadzu, modelo AUW?220D.
Outrossim, empregaram-se 0s seguintes espectrofotdmetros: a) Shimadzu®, modelo
UV-2550, b)Ocean Optics®, modelo USB-2000, que conta com um conjunto de fibras
dpticas de transmiss&o de sinal de 50 x 10°° m de diametro e 2,0 m de comprimento

e ¢) o P2FM no modo fotométrico.
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4.3.1.3 Procedimento Analitico

Inicialmente, utilizou-se o espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-Vis-
2550, para obtencao do espectro de absorbancia e identificacdo do comprimento de
onda de méaxima absorbancia de cada um dos corantes.

A partir desses dados, identificou-se qual o LED-RGB que possui REM
proximo ao comprimento de onda de méaxima absorbancia da espécie quimica.
Detalhes para a escolha sdo apresentados TABELA 4.2, em que para o azul
brilhante, amaranto e tartrazina foram acionados os seguintes LEDs com emissdes
em: 528, 621 e 470 nm, respectivamente, no modo fotométrico do P2FM. Os
seqguintes filtros do sensor 540, 760 e 480 nm foram também empregados,

respectivamente.

TABELA 4.2 - Caracteristicas dos corantes utilizados na calibracao do sistema

Corante Maxima absorbancia/nm LED/nm Sensor/nm
Azul Brilhante 585 621 760
Amaranto 522 528 540
Tartrazina 430 470 480

No procedimento de calibracdo, as solucdes estoque dos corantes
amaranto, azul brilhante e tartrazina foram preparadas por diluicbes para obtencao

da curva analitica em concentrac&o entre 1,0 x 10~ mol L™ a 1,0 x 10* mol L™

4.3.2 Calibracgéo fluorimétrica

Dentre os compostos fluorescentes de uso comum em quimica

analitica, tem-se a Rodamina 6G (R6G), que ¢é utilizada em sintese e na

103-106 107

identificacdo de espécies de interesse quimico , € a fluoresceina (FL)™" que

tem grande aplicacéo na determinacéo de calcio, bario e estréncio.
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Estes corantes foram utilizados nos procedimentos para verificacdo do
desempenho analitico do P2FM no modo fluorimétrico e comparacao dos resultados

obtidos empregando-se instrumentos comerciais.

4.3.2.1 Reagentes e solucbes

Foi preparada uma solucdo estoque de HCI (Merck) 1,0 x 10~ mol L™
com agua purificada e deionizada por um sistema de purificacdo Milli-Q (com
resistividade maior que 18,2 MQ cm™), sendo padronizada convenientemente.

Uma solucéio estoque de fluoresceina 1,0 x 1073 mol L™ foi preparada
dissolvendo-se 188,15 x 102 g de fluoresceina (Sigma) em uma solucéo &acida (HCI
1,0 x 10~ mol L™). A partir da solucéo estoque de fluoresceina foram preparadas
por diluicdo em solugdo Acida (HCl 1,0 x 10 mol L™) solugdes na faixa de
concentracdo de 1,0 x 10" a 1,0 x 10 * mol L™

Uma solucdo estoque de R6G (Sigma) 1,0 x 10~ mol L™ foi preparada
dissolvendo-se 239,5 x 10° g de R6G em 500,0 mL de &gua. A partir da solucdo
estoque foram preparadas por diluicdo para uma faixa entre 4,0 x 10° e 2,4 x 107

mol L.

4.3.2.2 Instrumentos

Um espectrofluorimetro Shimadzu®, modelo RF5301/PC foi empregado
para a selecdo das condi¢cdes experimentais e, também, para a comparacdo dos
resultados obtidos com o instrumento proposto.

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

na secao 4.3.1.2.

4.3.2.3 Procedimento Analitico

Foram obtidos os espectros de absorbancia para cada uma das
espécies fluorescentes em concentracdes diluidas. A partir desses dados,
identificaram-se quais os comprimentos de onda de maxima absorbancia de cada

espécie em estudo. Em seguida, 0 espectro de emissdo para cada uma desses
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fluoréforos foi registrado. Assim, apos a identificacdo dos comprimentos de onda de
méaxima absor¢cdo e maxima emissdo configurou-se o P2FM e analisou as

concentracdes diluidas em cada um dos instrumentos.



5 Resultados

“O simples pode ser mais dificil do que o complexo. Vocé 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 PROTOTIPO

Como descrito na se¢dao 4.1, o estudo de estabilidade do P2FM
depende dos seguintes fatores: fonte de alimentacao, fonte de REM e fotodetector.
Assim, tomaram-se os valores de intensidade de cada uma das bandas de emisséo
dos LEDs registrando-se o sinal resultante em fung¢ao 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 configuracdo 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
periodo de 1,0 h. Os sinais apresentados foram normalizados com variacdo para
uma escala de 0 a 100 para expressar todas as fontes de REM, pois 0s sinais

registrados em cada um dos canais séo diferentes.

TABELA 5.1 - Teste de estabilidade da poténcia dos LEDs com o P2FM configurado
no modo fotomeétrico

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 poténcia 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 estaveis do inicio ao fim.
Pode-se constatar que os ruidos para cada uma das fontes/sensor registrados
encontram-se na terceira casa decimal.

Assim, com base nos dados apresentados no grafico resultante da
estabilidade que o instrumento pode ser utilizado imediatamente apos ser ligado.

Todavia, entende-se que, por seguranc¢a, 0 mesmo deve ser utilizado apds 5 min.

5.2 ESTUDO DO SOFTWARE DESENVOLVIDO

No estudo de reposta do instrumento com o software de gerenciamento
obteve-se um espectro de absorcdo do corante azul de metileno, FIGURA 5.1 com

auxilio de um espectrofotdmetro USB-2000, Ocean Optics®.
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FIGURA 5.1 - Espectro de absorbancia obtido para o azul de metileno 1,6 x 10~ mol
L

Como pode ser observado, a largura de banda de méaxima absorcao 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 (Absorc¢éo): 621 nm
Frequéncia: 10000 milesegundos (10 s)

Esta configuragcdo pode ser vista na FIGURA 5.2. Detalhes dos
resultados obtidos e dos sinais que foram registrados em funcdo do tempo para o
azul de metileno em concentracées entre 1,6 x 10° a 1,6 x 10> mol L™*. Além dos
dados apresentados na FIGURA 5.2, um video desse procedimento foi registrado
(http://lyoutu.be/r-ChcglWAdO).
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FIGURA 5.2 - Registro do sinal de azul de metileno em funcdo do tempo. A) Agua
destilada, B) 1,6 x 10° mol L™, C) 2,0 x 10 mol L™}, D) 4,0 x 10 ° mol L™}, E) 8,0 x
10°mol L™, F) 1,2 x 10° mol L™, G) 1,6 x 10™° mol L ™.

Como pode ser visto, FIGURA 5.2, com o aumento da concentragao
registra-se um sinal de maior magnitude, e este sinal esta na sua forma digital, sem
qualquer tratamento. O sinal que é registrado corresponde a frequéncia do sensor
(secdo 3.1.4). Pela estrutura do software, quanto menor a intensidade da REM que
incide sobre o fotodetector, maior quantidade de pulsos séo registrados.

Observa-se ainda que a fonte de radiacdo se encontra na faixa da cor
vermelha do espectro, confirmando que a espécie em estudo, azul de metileno,
absorve a cor complementar.

No inicio do gréfico, 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 frequéncia de 1000 ms. Ao se adicionar a cubeta
contendo a solugdo do branco, um sinal maior foi registrado, indicando uma
absorcéo da intensidade luminosa, formando entéo 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 nivel até que uma nova solucao seja adicionada.

Para a conversao dos dados de sinal digital em absorbancia aplicou-se

o logaritmo na razéo 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
analitica, FIGURA 5.3.
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[Azul de metileno] / umol L™

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

Na FIGURA 5.3 tem-se uma curva analitica obtida com P2FM. Na
curva analitica estdo expressos os dados de concentracdo do corante azul de
metileno para concentracées entre 1,6 x 10° e 1,6 x 10> mol L™. Os dados obtidos
nao 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 regresséo linear, 0,993, e sensibilidade de 6,6 x 10* L mol™
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5.3 COMPARAGAO DO DESEMPENHO ANALITICO COM

INSTRUMENTOS COMERCIAIS

5.3.1 Teste de desempenho do fotémetro

No procedimento de calibragdo foram selecionados trés corantes:
tartrazina, amaranto e azul brilhante, utilizados para comparacdo do P2FM e outros
espectrofotometros comerciais. Os espectros de absorbancia desses corantes séo
apresentados na FIGURA 5.4, e, como pode ser observado, a faixa total de
interacdo dessas espécies com a REM encontra-se dentro do espectro fotossensivel
do sensor (TCS-3200) do P2FM.

1,4 - PN Azul brilhante
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—_—
o
M B

o
oo
1

Absorbancia / -Log(l/1o)
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Comprimento de onda / nm

FIGURA 5.4 - Espectro de absorbancia de azul brilhante 2,2 x 10 mol L™,
amaranto 6,7 x 10> mol L™ e tartrazina 6,6 x 10 mol L™ em solucdo aquosa.
UV/Vis-2550.

A fim de testar os canais do sensor do P2FM correspondente aos
comprimentos de onda de maior absorbancia destes corantes, adotou-se a seguinte

configuracéo apresentada na TABELA 5.3.
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Para este estudo de calibragdo, as solugbes estoque dos corantes
amaranto, azul brilhante e tartrazina foram preparadas por diluicbes para obtencé&o

da curva analitica em concentrac&o entre 1,0 x 10" mol L™ a 1,0 x 10* mol L™

TABELA 5.3 - Caracteristicas dos corantes utilizados na calibracdo do sistema

Corante Maxima absorbancia/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 analitica para o azul brilhante, e os
parametros de desempenho analitico sdo apresentados na TABELA 5.4. Os dados
mostram que a faixa linear de resposta para 0s instrumentos comerciais estendem-
se de 2,24 x 107" a 4,69 x 10° mol L. O P2FM apresentou faixa linear dindmica
com limite inferior em 2,13 x 10° mol L™ e limite superior 4,69 x 10> mol L™. No
entanto, o desempenho dos instrumentos comerciais apresentaram-se proximo a
uma década para o limite inferior. Esta diferenca pode estar relacionada ao
posicionamento da fonte de REM, do LED tricolor. Como as trés fontes estdo no
mesmo componente, isto é, estdo no mesmo sentido, porém com direcao
ligeiramente diferente®.

Para alinhar o sinal dos trés 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 diferencas entre as direcdes das REM do LED. A adicéo
destes componentes conduz a ganhos positivos, pois sinais interferentes sao
reduzidos. Como o P2FM dispensa esse tipo de componente 6ptico, entende-se que
o desempenho apresentado esta dentro do esperado.

Os parametros LD, LQ e S para as faixas selecionadas apresentaram
valores aproximados, especialmente quando comparado o P2FM com o USB-2000.
Estes parametros sdo influenciados pela razdo entre a concentracdo e o sinal
registado. Segundo a Lei de Lambert-Beer, essa relagdo serd maior no comprimento

de méxima absorbancia do croméforo. No caso do P2FM, o desempenho é
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influenciado por trés fatores: faixa fotossensivel do sensor, espectro de emissao da
REM selecionada e da regido de absorbancia do croméforo. Assim, o P2FM pode

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

TABELA 5.4 - Dados do desempenho analitico dos instrumentos empregando-
se o cromoforo azul brilhante.

| LD LQ S Faixa **

nstrumento /molL™"  /mol L™ /L mol™ /mol L™
IVis-2550+ 7 7 s 224x107)

UV/Vis-2550* 0,995 3,1x10" 9,3x10 4,5x10 4,69 x 10°°
* . 6 . 2,24 %107/

USB 2000 0,991 55x10" 1,7x10 4,4 x 10 4,69 x 107
. Py . 2,13x10°/

P2FM 0,975 54x10"° 1,6x10 3,5x10 4,69 x 10

R - Coeficiente de correlacdo (R); LD - Limite de deteccdo; LQ - Limite de quantificacdo; S -
Sensibilidade; * - Absorbancia / 585 nm; ** faixa linear: Limite inferior/Limite superior.
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A curva analitica para o amaranto, FIGURA 5.6, mostra que a
inclinag&o da reta foi maior para os instrumentos comerciais, e o0 P2FM possui menor
sensibilidade analitica. Entretanto, o limite inferior da faixa linear de resposta para o
amaranto estd em consonancia com aqueles obtidos empregando-se o0s
instrumentos comerciais que aquele realizado com o azul brilhante.

O cromoéforo amaranto em parte tem maior vantagem que o azul
brilhante porque o comprimento de onda fonte selecionada (LED, 528 nm) € bem
préximo ao pico de maxima absorbancia do amaranto (522 nm). Por outro lado, a
fonte de REM do azul brilhante (LED, 621 nm) ndo encontra-se proxima ao pico de

maéaxima absorbancia (585 nm).
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FIGURA 5.6 - Curva de calibracdo de solucdo de amaranto em trés instrumentos
diferentes: UV-Vis-2550, USB-2000 e P2FM.
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TABELA 5.5 - Dados do desempenho analitico dos instrumentos empregando-
se 0 corante amaranto.

| . LD/ LQ/ S/ Faixa ** /
nstrumento mol L mol Lt L mol~ mol L™}
_ 4,94 x 107/
Lng/slng_ 0991 1,1x107 33x107 196x10°  4,05x10°
. 8 7 s  9,26x107/
USB 2000+ 0,998 6,6 x 10 2,0 x 10 1,95 x 10 405 x 10°
2 7 5 1,22 x 107°/
P2FM 0,997 1,6 x 10 48x10" 1,52x10 4,05 x 10°°

R - Coeficiente de correlacdo (R); LD - Limite de deteccdo; LQ - Limite de quantificacdo; S -
Sensibilidade; * - Absorbéancia / 522 nm, ** faixa linear: Limite inferior/Limite superior.

A curva analitica obtida para a tartrazina, FIGURA 5.7, e os parametros
do desempenho analitico, TABELA 5.6, foram obtidos selecionando-se a
configuracéo apresentada na TABELA 5.3.

Baseando-se no comprimento de onda de maxima absorbancia, foram
realizados os ensaios analiticos para comparacdo do desempenho analitico do
protétipo proposto e dos instrumentos comerciais (UV/Vis-2550 e USB 2000),
medindo-se a absorbancia em 430 nm. No entanto, o P2FM foi configurado no modo
absorbancia ligando-se o LED em 470 nm e o sensor em 480 nm. Essa configuracao
pode ser utilizada, uma vez que a faixa de absorcao da tartrazina € larga o suficiente

para permitir uma boa sensibilidade, mesmo néo realizando as medidas a 430 nm.
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FIGURA 5.7 - Curva analitica da tartrazina em trés instrumentos diferentes: UV-Vis-
2550, USB-2000 e P2FM. Maxima absorbancia em 430 nm.

TABELA 5.6 - Dados do desempenho analitico dos instrumentos frente ao
cromoforo tartrazina.

Instrumento R LD 1 LQ 1 S 1 Faixa *_*1
/ mol L / mol L /L moL / mol L
UV/Vis-2550* 0,999 2,8x107 85x107 2,23 x 10°* Sé,5630xx110(';—75/
USB-2000* 0,999 4,7x107 1,4x10° 1,96 x 10° %Z%xx11c())—_75/
P2FM 0,994 19x10° 59x10°  221x 10° %Z%xxllcgjsl

R - Coeficiente de correlacdo (R); LD - Limite de deteccdo; LQ - Limite de quantificacdo; S -
Sensibilidade; * - Absorbancia / 430 nm; ** faixa linear: Limite inferior/Limite superior.

A partir dos dados apresentados, o P2FM (modo fotométrico)
apresentou um desempenho analitico proximo dos desempenhos obtidos
empregando-se 0s instrumentos comerciais, mesmo sendo um instrumento
constituido de um fotodetector e fonte de radiacdo 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 razao entre intensidade de REM do
LED e a fotossensibilidade do sensor, pode levar a um maior desempenho do

instrumento*>*’

. No caso do P2FM, a maior razdo da intensidade de REM e
fotossensibilidade pode ser encontrada substituindo-se a resisténcia do LED, sec¢ao
3.2.4. Porém, esse estudo nao foi realizado com P2FM, uma vez que o instrumento
estava com todas as partes (Optica e eletrdnica) acomodadas mecanicamente, ndo
permitindo assim qualquer alteragéo do sistema: optico, eletrébnico ou mecéanico para
realizacdo dos estudos seguintes.

Os instrumentos comerciais apresentados nesses estudos tém
algumas caracteristicas proprias. O espectrofotdmetro USB-2000 (Ocean Optics®)
que conta com uma fonte de radiacdo (SL-1)°® de 6,5 W (lampada de halogénio,
~900h) e 1,5 A (5 VCC) tempo de estabilizacdo de ~30 min. Enquanto o
espectrofotdmetro UV-VIS 2550%%° um equipamento de bancada, possui fonte de
radiacdo de 50 W (lampada de halogénio, ~2000h) e consumo de energia de 250 VA
(50/60 Hz, AC 100-220).

Levando-se em consideracdo 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 aplicacfes analiticas simples.

5.3.2 Teste de desempenho do fluorimetro

No procedimento de calibragcédo foram tomados trés compostos, azul de
metileno (AM), fluoresceina (FL) e Rodamina 6G (R6G), utilizados na comparacao
de desempenho do P2FM frente aos instrumentos comerciais USB-2000 (Ocean
Optics®) e RF5301/PC (Shimadzu®).

Nas FIGURAS 5.12 e 5.13 tém-se os graficos de absorbancia e
fluorescéncia de FL e R6G obtidos com o espectrofotbmetro UV/Vis-2550
(Shimadzu®) e o espectrofluorimetro RF5301/PC, respectivamente. Os
comprimentos de onda de maxima absorbancia encontram-se em 490, 527 nm,
FIGURA 5.9, para FL e R6G, respectivamente. Utilizando estes comprimentos de
onda, tem-se 0 espectro de emissao destas espécies, com maxima emissao em 515

nm e 553 nm, para FL e R6G, respectivamente.
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FIGURA 5.8 - Espectro de absorbancia de solucées de FL (4,0 x 10° mol L) e
R6G (2,4 x 10 mol L™).
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FIGURA 5.9 - Espectro de emissao fluorescente normalizado de solu¢des de FL (A =
490 nm, 4,0 x 10° mol L™*) e R6G (A = 560 nm, 1,6 x 10~ mol L ™).

O deslocamento entre o pico de maxima absorbéncia e o de maxima
fluorescéncia 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
fluoréforos, torna-se mais facil detectar os comprimentos de ondas da fluorescéncia.

A fluoresceina possui a largura de banda de maxima absor¢cdo a meia
altura do pico entre 471,8 e 503,3 nm. Na FIGURA 5.10, tem-se 0 espectro de
emissao da fluoresceina que foi excitada em 490 nm com comprimento de onda de
maxima emissdo em 515 nm. Com base nesses dados, buscou-se selecionar a
melhor configuracdo do P2FM que responde a este fluoréforo. Assim, configurou-se

o software de controle do P2FM da seguinte forma:

Fotodetector: 540 nm
LED (excitag&o): 470 nm
Frequéncia: 10000 milesegundos (10 s)
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Na FIGURA 5.10 sédo apresentados os dados de uma curva analitica
obtida com solucdo de fluoresceina com excitacdo em 490 nm e pico de maxima
emissdo em 515 nm, otimizando-se assim as melhores condicbes para os

instrumentos comerciais.
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FIGURA 5.10 - Curvas analiticas obtidas para a fluoresceina (Aexc. 470 nm, Aem 515
nm) em trés instrumentos diferentes: RF5301-PC, USB-2000 e P2FM.

Os parametros analiticos obtidos a partir dos dados apresentados na
FIGURA 5.10 estdo na TABELA 5.7. A faixa linear obtida para o instrumento que
apresentou melhor resposta, RF5301-PC, estendeu-se de 1,60 x 10" mol L™ a 2,40
x 10° mol L. Por outro lado, 0 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 analitica com
maior coeficiente angular, isto €, respondendo mais intensamente a variacdo de

concentragdo que os demais instrumentos (maior sensibilidade). Os resultados
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obtidos sdo devidos a faixa de radiacdo fluorescente que incide sobre o fotodetector

ter sido selecionada por um conjunto 6ptico com uma fenda, resultando assim, em

uma maior sensibilidade.

TABELA 5.7 - Dados do desempenho analitico dos instrumentos empregando-se a

fluoresceina

Instrumento R LD /_1 LQ /_1 S/ 1 Faixa *—*1/
mol L mol L L mol mol L
RF5301-PC* 0,999 39x10° 12x107 4,28 x 10’ 12,2002110076/
USB 2000 0,995 12x107  3,6x107 2,46 x 10 44?600xx110c;76/
P2FM 0997 83x10° 25x107 252x10 24’46002110(;6,

R - Coeficiente de correlacdo (R); LD - Limite de deteccdo; LQ - Limite de quantificacdo; S -
Sensibilidade; * Aexc. 490 NM, Aem 515 nm; ** faixa linear: Limite inferior/Limite superior.

No estudo da selecdo da melhor configuragdo do P2FM para a

deteccdo de R6G, configurou-se o software de controle do P2FM da seguinte forma:

Fotodetector: 750 nm
LED (excitac&do): 528 nm

Frequéncia: 10000 milesegundos (10 s)

Na FIGURA 5.11 sdo apresentados os dados de uma curva analitica

obtida com solu¢Bes de Rodamina 6G com excitacdo em 530 nm e pico de maxima

emissao em 553 nm. Os parametros analiticos obtidos a partir dos dados

apresentados na FIGURA 5.11 estédo apresentadas na TABELA 5.8.
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FIGURA 5.11 - Curva analitica da Rodamina G (Aexc. 530 nm, Aey 553 nm) em trés
instrumentos diferentes: RF5301-PC, USB-2000 e P2FM.

Os parametros analiticos obtidos a partir dos dados apresentados na
FIGURA 5.11 estdo na TABELA 5.8. O instrumento que apresentou melhor resposta,
RF5301-PC, obteve uma faixa linear que estendeu-se de 4,0 x 10°mol L™ a 1,6 x
10° mol L™. Ao passo que, o P2FM e o USB-2000 apresentaram desempenhos

similares. O P2FM apresentou parametros melhores que o USB-2000.

TABELA 5.8 - Dados do desempenho analitico dos instrumentos empregando R6G

Instrumento R LD /_1 LQ /_1 S/ 1 Faixa *-*1/
mol L mol L L mol mol L
RF5301-PC* 0,999 1,97 x10° 6,58x10° 5,27 x 10° /41’?6")(1100_1
USB 2000~ 0,998 1,30x107 4,35x10" 2,60 x 10° /%ifloxxlloc;i
P2FM 0,999 4,79x10° 1,60x 107 3,27 x 10° /13:1622110(;55

R - Coeficiente de correlacdo (R); LD - Limite de deteccdo; LQ - Limite de quantificacdo; S -
Sensibilidade; * - Aexc. 530 NM, Aem 553 NM ; ** faixa linear: Limite inferior/Limite superior.



6 Aplicacoes

Devemos dar algumas pérolas aos porcos para que um dia ndo digam

que néo tiveram oportunidade.
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Para demonstrar algumas das possiveis aplicacbes do P2FM
envolvendo a multitarefa em um Unico instrumento, esse equipamento foi
empregado em trés procedimentos analiticos distintos para a: a) determinacdo da
estequiometria de um complexo cromogénico, b) determinacdo de sulfito, e c)

determinacao de céalcio em agua mineral.

6.1 DETERMINAGAO ESTEQUIOMETRICA DE UM COMPLEXO

6.1.1 Objetivo especifico

Teve-se como objetivo aplicar o P2FM no modo fotométrico como
alternativa para a determinacdo da constante de estabilidade de um complexo, a
razao estequiométrica empregando-se reagente comumente encontrado em

laboratério de ensino de quimica: Fe*" e o-fenantrolina (o-Fen).

6.1.2 Solucbes e reagentes

Preparou-se uma solucdo de Fe®* 1,0 x 10 mol L™ em tamp&o &cido
acético/acetato pH 4,5. Para isso, dissolveu-se 139,0 mg de FeS0O,4.7H,O (Merck)
em tampao para 500 mL.

Uma solucéo de o-Fen (1,0 x 10 mol L™) foi preparada dissolvendo-
se 90,2 x mg de o-Fen (Synth) em 500 mL de uma solu¢do de tampdo acido
acético/acetato pH 4,5.

A solucdo tampdo acido acético/acetato (pH 4,5) foi preparada
dissolvendo-se 8,2 g de acetato de sodio (Synth) diluido em 700 mL de agua, em
seguida, com auxilio de um pHmetro e sob agitacdo adicionou-se &acido acético
(Synth) concentrado até que o alcancar o pH 4,5. Depois, transferiu-se essa solucéo

para um baldo volumétrico de 1,0 L e completou-se o volume®,
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6.1.3 Aparatos e instrumentacao

A determinacé&o do pH das solugbes foi efetuada empregando-se um
“‘pHmetro” digital ORION, modelo EA-940, conectado a um eletrodo combinado de
vidro (Digimed) com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

Uma balanga analitica Shimadzu, modelo AUW?220D (com precisdo de
* 0,01 mg) foi utilizada na medi¢cado 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 analitico

O procedimento experimental foi realizado conforme apresentados na
TABELA 6.1. Ap6s a adicdo dos volumes dos reagentes, Fe?* (1,0 x 10> mol L™) e
o-Fen (1,0 x 10 mol L™ , o volume final (25,0 mL) foi obtido completando-se

solucdo de tampdao &cido acético/acetato pH 4,5, resultando em uma solucgéo diluida.
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TABELA 6.1 - Volume de solucdes de Fe** 1,0 x 10 mol L™ e de o-fen 1,0 x 1073
mol L™ adicionados, concentracéo final e proporcao.

Volume adicionado Concentragao final

Exp. (mL) (mol L)+ Proporcéo

V(Fe?") V(o-fen) Fe? o-Fen Fe*": o-Fen
1 1 1 4,0 x 107 4,0x107° 1:1
2 1 2 4,0 x 107 8,0x107 1:2
3 1 3 4,0x 107 1,20 x 10™* 1:3
4 1 4 4,0x%x 107 1,60 x 107* 1:4
5 1 5 4,0x107° 2,00 x 107" 1:5
6 1 6 4,0x 107 2,40x 107" 1:6
7 1 7 4,0x 107 2,80 x 107* 1:7
8 1 8 4,0x% 107 3,20 x 10™* 1:8
9 1 9 4,0x107° 3,60 x 10°* 1:9
10 1 10 4,0%x 107 4,00 x 10°* 1:10

* Volume final = 25,0 mL.

6.1.5 Resultados e discussodes

Conforme descrito no procedimento analitico, os resultados obtidos séo
apresentados na TABELA 6.2. A partir do terceiro experimento, o sinal de
absorbancia permaneceu constante, indicando que a quantidade maxima para a
formacdo do cromdforo foi atingida. Desta forma, todo excesso adicionado nédo

alterou o sinal de absorbancia significativamente.
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TABELA 6.2 - Resultados obtidos usando-se o método da razao molar com o P2FM

Exp Volumes adicionados / mL Absorbancia
o-Fen Fe? 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

[0-Fen] = [Fe?*1=1,0 x 10 mol L.

A partir dos dados apresentados na TABELA 6.2, construiu-se um

grafico da absorbancia do complexo formado em funcdo da adicdo de o-Fen,

FIGURA 6.1. Pode-se notar que para adicées de o-Fen (1,0 x 10~ mol L™*) maior ou

igual a 3,0 mL os experimentos ndo apresentaram mudanca significativa na

absorbancia, indicando que a reacado atingiu a maxima formacao do produto. Neste

caso, operando-se numa situacao fora da saturacdo do sensor, pode-se concluir que

no ponto em que a adicdo de um dos reagentes ndo muda mais a absorbancia,

atingiu-se a raz&o entre as quantidades de matéria de o-Fen e Fe*".
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FIGURA 6.1 - Absorbancia em funcdo da adicdo de o-Fen (1,0 x 10~ mol L™)
contendo Fe?* (4,0 x10™° mol L™) em tamp&o &cido acético/acetato (pH 4,5).

Em cada um dos experimentos foi adicionado 1,0 mL de solugédo de
Fe? e, quando se adicionou 3,0 mL da solucdo de o-Fen, atingiu-se a maior
absorbancia, caracterizada pelo ponto de intersecédo. Neste ponto foi determinada a
razd0 em quantidade de matéria de o-fenantrolina:Fe?*, sendo igual a 3:1, como
apresentado na EQUACAO 6.9.

Fe?t + 3 (o-Fen) = [Fe(o-Fen);]** (6.9)

Conhecendo-se a razdo em quantidade de matéria de o-fenantrolina e
Fe?", foi possivel calcular €, [Fe*"] e [0-Fen]. Assim, tomou-se como referéncia a
absorbancia média das absorbéancias 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 apés a
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intersecdo. Este valor foi empregado para no calculo do coeficiente de absortividade

molar do complexo formado ([Fe(o-Fen);]?*), empregando-se a EQUACAO 6.10.

A 0546
b.[MLz] ~ 1.(4,0.10-5)

= 1,365 x 10* L mol~*cm™? (6.10)

E =

No calculo da concentracdo do MLs, [MLs], no ponto de interseccéo, foi considerada
a absorbancia nesse ponto, A = 0,536, empregando-se a EQUACAO 6.11:
_ _ 0,537 _ _5 -1
[MLs] = A/b.e = ==~ =392 x 10" mol L (6.11)
e também a concentracéo total de Fe?" e de o-Fen na solucdo s&o 4,0 x 10™° mol L™
e 12,0 x 10™° mol L™, respectivamente. Assim, as concentracdes das espécies livres
de Fe?* e de o-Fen no equilibrio séo obtidas a partir das EQUACOES 6.12 e 6.13.

[Fe?*] = 4,00 x 107°—3,92 x 107> =7,3 x 107 "mol L™* (6.12)

[0 — Fen] = 12,00 x 105 — (3 x 3,92 x 1075) = 2,2 X 10~%mol L™t  (6.13)

Aplicando-se os dados na EQUACAO 6.14, obtém-se a constante de

formacéo:

_ 3,92 x 1075 _ 18
Kuavy = (73 % 1077).(2,2 X 1076)3 5,04 x 10 (6.14)

A constante de estabilidade do complexo obtida empregando-se o
equipamento desenvolvido foi igual a 5,04 x 10'®. Este valor é concordante com o

valor da literatura de 6,2 x 108 110113,
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6.2 DETERMINAGAO DE SULFITO

6.2.1 Objetivo especifico

Determinar sulfito em amostras de bebidas e possiveis interferentes ao

método fotométrico.

6.2.2 Solucgbes e reagentes

A solucéo tampao &cido acético/acetato (pH 4,5) e o-Fen (1,0 x 107
mol L™!) foram preparadas conforme sec&o 6.1.3.

Uma solucéo de sulfito de sédio anidro (1,0 x 10 mol L™), Sigma-
adrich, foi preparada dissolvendo-se 0,6302 g do reagente em 500 mL de solucéo
tampéao acido acético/acetato (pH 4,5).

Uma solucdo estoque de Fe(lll) (5,0 x 10 mol L™) foi preparada
dissolvendo o sal (Fe(NO3)3.9H,0, Sigma-Adrich), em solucdo de acido sulfarico,
95-98 % (Qhemis) 0,5 mol L™. Para aplicacdo, esta solucéo foi diluida para 1,0 x
1072 mol L™ em tampéo &cido acético/acetato (pH 4,5).

As seguintes solucbes 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), acido fumarico (50,0 mg,
Aldrich), &cido ascérbico (2,5 mg, Sigma), acido citrico (7,5 mg, Dinamica) e acido
tartarico (7,5 mg, Reagen) em tampé&o acetato, sendo entdo o volume completado
para 25 mL com solucdo de sulfito (350 mg/L = 4,37 x 10~ mol L™ ) em tampé&o

acido acético/acetato (pH 4,5).
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6.2.3 Instrumentos e aparatos

A determinacao dos pHs das solucdes foi realizada empregando-se um
pHmetro digital ORION, modelo EA 940, conectado a um eletrodo combinado de
vidro Digimed com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

Foram também empregados:

Um espectrofotdmetro Shimadzu, modelo Uv/Vis-2550.

Um espectrofotdometro Ocean optics, USB-2000, dotado de um
conjunto de fibras Opticas e suporte para cubeta de 1,0 cm.

Uma balanca analitica Shimadzu, modelo AUW220D.

O P2FM, no modo fotométrico.

6.2.4 Procedimento experimental

A reacdo usada para determinacdo do sulfito se da pela formacédo de
um cromoforo de cor vermelho-amarelado indicado, referente ao complexo formado,
([Fe(o-Fen);]**)*.

Primeiramente forma-se o complexo ([Fe(o-Fen)s]*"), obtido a partir da
reacdo entre Fe(lll) e o-Fen (C;,HgN,), EQUACAO 1.15%. Este complexo apresenta-
se translucido em solugéo, ndo absorvendo radiacéo eletromagnética na faixa visivel
do espectro. Em seguida, a adicdo de sulfito (HSO3) em um meio contendo o
complexo ([Fe(o-Fen)s]*"), o sulfito reduz o Fe(lll) do complexo ([Fe(o-Fen)s]*") a
Fe(I), EQUACAO 6.16. Apés a reacdo da reducdo do ferro o complexo,

([Fe(ClegNz)g]f;q)), apresenta a cor vermelho-amarelado de méaxima absorbancia

em 510 nm.

2Felfy + 6(Ci2HgNy) oy © 2[Fe(Ci2HgN,)3)ay) (6.15)

2[Fe(C12HgN2)3){aq) + HSO5aq) + H200) ©  2[Fe(Ci2HgN2)3(ag) + SOiaqy + 3H{zg)
(6.16)



88

Para a obtencdo da curva analitica, foram adicionados em balBes
volumétricos de 25,0 mL, 1,5 mL da solucdo de Fe(lll) 1,0 x 10~ mol L™ seguido
pela adicdo de 5,0 mL de o-Fen 1,0 x 10~ mol L™. Apés, adicionou-se o agente
redutor (analito), solucdo do fon SO%~ 1,0 x 10~ mol L™}, em uma faixa de volume
entre 10,0 x 10° L a 2,0 x 10~ L. Em seguida, completou-se o volume do baldo com
o tampdo &cido acético/acetato (pH 4,5).

Para determinagdo da concentracdo das amostras foram adicionados
em balBes volumétricos de 25 mL, 1,5 mL da solucdo de Fe(lll) 1,0 x 10> mol L™, 5
mL de o-Fen 1,0 x 10~ mol L™}, em seguida adicionou-se o volume de 1,0 mL das
amostras e completou-se o volume com o tampdao &cido acético/acetato (pH 4,5). As
amostras que apresentaram concentracao fora da curva analitica foram diluidas.

No estudo dos interferentes foram adicionados em um balédo
volumétrico de 25,0 mL, 1,5 mL da solucdo de Fe(lll) 1,0 x 102 mol L™ seguido pela
adicdo de 5,0 mL de o-Fen 1,0 x 102 mol L™. Apés, adicionou-se 114,4 pL da
solucéo de interferente. Em seguida, completou-se o volume do baldo com o tampé&o

acido acético/acetato (pH 4,5).

6.2.5 Resultados

Na FIGURA 6.2 sdo apresentados os espectros obtidos da reacéo
entre diferentes concentracdes dos fons sulfito de 3,0 x 10 a 10,0 x 10 mol L™
em concentracdo constante do fon complexo [Fe(0 — Fen);]** (6,0 x 10~ mol L™)
em tampdo acido acético/acetato (pH - 4,5) empregando-se com o0
espectrofotometro UV/Vis-2550.
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FIGURA 6.2 - Grafico de concentracdes do fon sulfito em solucdo de [Fe(o-Fen)s]**
(6,0 x 107> mol L™!) em tampé&o acido acético/acetato (pH - 4,5).

Baseando-se no comprimento de onda de méaxima absorcdo do
cromoéforo formado, como era esperado, foram realizados os estudos da curva
analitica em 510 nm em trés 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 sao apresentados dados das curvas analiticas obtidas
com instrumentos diferentes para concentracdes do ion sulfito em solu¢cdo contendo
fon complexo, [Fe(O —Fen);]*t (6,0 x 10° mol L) em tampdo &cido

acético/acetato (pH 4,5).
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FIGURA 6.3 — Curvas analiticas do ion sulfito em solucdo de ions complexo [Fe(o-
Fen)s]** (6,0 x 107> mol L™!) em tampé&o acido acético/acetato (pH — 4,5)

A curva analitica obtida com o instrumento P2FM foi a que apresentou
maior coeficiente angular (sensibilidade). O maior coeficiente angular da curva
analitica deve-se a alguns fatores como: a ampla faixa de absorbancia no espectro
do croméforo e da selecdo 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 parametros de desempenho analitico 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 estdo diretamente relacionados ao

canal do sensor selecionado.



91

TABELA 6.3 - Comparacao dos valores de R, LD, LQ e S entre instrumentos para o
meétodo de determinacédo de sulfito

Instrumento R mt)[l)l_/‘1 mI;J(I?I_/‘1 L ricﬁl‘l / moFI Lt
Uz\gg/(i,f' 0,997 1,4x 10° 4,2x10° 11,3 x10° /1,45:85xx12;5
USB 2000* 0,994  1,3x10° 3.8x10° 11,1 x 10° /Zé‘g;xl%:
P2FM 0,963  1,2x10° 3,7x10° 13,3 x10° ,Zﬁggxl‘f;s

R - Coeficiente de correlagéo (R); LD - Limite de deteccdo; LQ - Limite de quantificagdo; S —
Sensibilidade; F — Faixa de resposta; * - Absorbancia / 510 nm.

6.2.5.1 Testes de interferéncia em potencial

No teste dos interferentes em potencial foram estudadas algumas das
principais substancias concomitantes com o0s agentes sulfitantes em amostras de
bebidas. Para o levantamento de amostras com essas caracteristicas, buscou-se na

norma brasileira®**

referéncia das espécies e suas concentracdes, TABELA 6.4.

A concentracdo das substancias frutose, glicose e sacarose possuem
apenas limite minimo de concentracdo, dado em termo de Brix. Entdo, considerou-
se um valor superior ao Brix!**. Para as demais substancias foram considerados
seus valores maximos permitidos®.

O estudo de interferéncia do método foi realizado adicionando-se estas
substancias separadamente em solucdo contendo concentracdes do ion sulfito 350

x 10 g L™, em tamp&o &cido acético/acetato (pH 4,5).
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TABELA 6.4 - Algumas substancias adicionadas e encontradas em bebidas
alimenticias. Concentracfes selecionadas para estudo de interferentes.

Interferente Concentragéo /g L™ Tipo de amostra
Sacarose* 20,0 Bebidas naturais
Glicose* 20,0 Bebidas naturais
Frutose* 20,0 Bebidas naturais
é;ﬁ :il E;ti‘:?i 0,075 Bebidas dietéticas
(gtcilf?é?;t)g* 0,130 Bebidas dietéticas
Sacarina (artificial)** 0,030 Bebidas dietéticas
Acido fumarico** 2,0 Refrescos e refrigerantes
Acido ascorbico** 0,1 Vinho
Acido citrico** 3,0 Bebidas alcoolicas mistas
Acido tartarico** 3,0 Bebidas alcodlicas mistas

*MAPA - Portaria 544/1998 ,** Limite maximo segundo a CNS/MS N° 4(1988).

Segundo os dados apresentados, TABELA 6.5, pode-se verificar que
algumas substancias apresentam interferéncias significativas. As substancias que
causaram maiores interferéncias em ordem decrescente foram o &cido tartérico,
acido citrico e o acido ascorbico, resultando nas concentragcées 20,0, 15,6 e 0,6 x
1073 mol L™, respectivamente.

Nesse sentido verifica-se que o 4&cido tartdrico embora em
concentracdo em quantidade de matéria proxima ao do &cido citrico, sua
interferéncia foi mais do que trés vezes maior.

O A&cido ascorbico®®1®

, outro agente redutor forte, apresentou uma
interferéncia de 13,1%. No entanto, a concentracdo maxima permitida de 5,68 x 10™*
mol L™! nestas amostras, é cerca de oito vezes menor que a concentracéo de sulfito
(4,37 x 10~ mol L") nas amostras.

As demais substancias ndo apresentaram interferéncia significativa
(maximo de 5 %), mesmo estando em elevada concentragdo 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) Interferéncia (%)
Sacarose 3,3
Glicose 2,7
Frutose 4.8
Aspartame 2,5
Ciclamato 3,0
Sacarina 2,9
Acido fumarico 2,3
Acido ascérbico 13,1
Acido citrico 9,4
Acido Tartérico 38,8

6.2.6 Determinacéao de sulfito em amostras alimenticias

Este método foi aplicado na determinagcdo de sulfito em amostras
alimenticias que contém agentes sulfitantes. As amostras foram adquiridas em
mercado local, S&do Carlos — SP, TABELA 6.6

Para analise dessas amostras alguns cuidados foram tomados para
garantir a origem do sinal referente a reacdo entre o agente sulfitante com Fe (lll),
seguido da reacdo 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
adicdo de Fe Il e verificou-se que essas amostras apresentavam coloracao
caracteristica da formacdo do complexo [Fe(o-Fen)s]**. Além disso, para o suco de
caju (Am3) descontou-se o sinal de turbidez *’, realizando-se o procedimento sem a
presenca do agente complexante e, em seguida, subtraindo-se ao resultado obtido

pelo método proposto.
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TABELA 6.6 - Resultado da determinagéo de sulfito em amostras comerciais

Método de . .
Amostras referéncia Meto/drcr)] prlf)_;l)osto Erro (rozl)atlvo
/mg L™ 9
Aml1 - cooler com vinho 109,2 110,4 +1,15
Am2 - vinho branco 198,9 191,8 —3,58
Am3 - suco de caju 348,7 356,7 +2.28
concentrado
Am4 - dgua de coco 101,8 105,2 +3,71
Amb5 - 4gua de coco 2477 246,4 —0,51
Am6 - 4gua de coco 170,8 166,6 —2,46
Am7 — vinagre de alcool 59,4 59,9 +2,82
Am8 - vinagre de frutas 177,2 170,2 —3,55

(1) replicas = 3.

Apos aplicar o teste t-pareado para os resultados obtidos empregando-
se 0 método de referéncia e o método proposto, o valor de t calculado foi de 0,66 o
qgual € menor do que o valor critico (2,36, a = 0,05). Pode-se concluir entdo que nao
ha diferenca significativa entre os resultados obtidos, empregando-se o0s dois

métodos analiticos, em um nivel de confianca de 95%.

6.2.7 Estudo do efeito da matriz

As amostras foram submetidas ao teste de recuperacao de sulfito para
avaliar possiveis efeitos de matriz. Os testes foram realizados adicionando 70,0 mg
L' de SO3?™, equivalente a 20% do maximo permitido, nas amostras. Os valores de
recuperacdo 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 adicdo e recuperacéo de sulfito (70,0 mg L™) em amostras
comerciais.

Amostras /Argiggis)l Er;crggt?flo % 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 - 4gua de coco 70,0 71,7 102,4
Amb - 4gua de coco 70,0 72,2 103,2
Am6 - 4gua 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 estdo dentro da faixa de recuperacao aceitavel**°.

6.3 DETERMINAGAO DE CALCIO E MAGNESIO EM AGUA

MINERAL

6.3.1 Objetivo especifico

Determinar a concentracgéo total de Ca®* e Mg?* em amostras de agua
mineral.

Demonstrar o desempenho do P2FM no modo fluorimétrico.
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6.3.2 Solucbes e reagentes

Preparou-se uma solucdo de hidréxido de potassio (Synth) 0,4 mol L™
dissolvendo-se 11,22 g de KOH em 500,0 mL de 4gua deionizada.

Uma solucdo de HCI 0,1 mol L™ foi preparada diluindo-se 4,2 mL de
HCI (Synth) para 500 mL de agua.

A solucéo padréo de carbonato de célcio (0,5 x 102 mol L™) foi obtida
adicionando-se 250,2 mg de carbonato de calcio (Sigma-Aldrich) em 500,0 mL de
solucao &cida (HCI 0,1 mol L™).

Uma solucdo padrdo de calceina (96,4 x10°° mol L™) foi preparada
dissolvendo-se 15,0x107% g de calceina em 250 mL de solucéo basica (KOH, 0,4 mol
L™). Essa solucdo foi armazenada ao abrigo da luz e usada em até de 24 h
apresentar baixa estabilidade.

A agua utilizada neste trabalho foi purificada e deionizada por um

sistema de purificacdo Milli-Q (com resistividade maior que 18,2 MQ cm™).

6.3.3 Instrumentos e aparatos

Os espectros de emissao foram obtidos sob temperatura controlada (24
°C) em um espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF5301/PC dotado de uma
lampada de xenodnio de 150 W e uma fotomultiplicadora do tipo R928.

Um fotbmetro Ocean Optics modelo USB2000 configurado no modo
fluorimétrico dotado de fibra éptica de 50 x 107° m.

O prototipo P2FM, no modo fluorimétrico com LED para excitagcdo com

emissdo em 470 nm acionado e o sensor configurado no canal 1 (opgao “livre”).

6.3.4 Procedimento analitico

O espectro de maxima absorbancia e maxima excitacdo de calceina
(1,93 x 10> mol L™), obtidos a partir do volume de 5,0 mL de solucéo calceina (9,64
x 10~ mol L™) em baldes de 25,0 mL. Em seguida, completou-se o volume com

hidréxido de potéassio 0,4 mol L™.
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Para a obtencdo da curva analitica foram preparados a partir de
diluicdes de Ca®* (0,5 x 102 mol L™) em balées de 25,0 mL contendo 5,00 mL da
solucdo de calceina. Foram adicionados os seguintes volumes de Ca®" (0,5 x 107
mol L™): 100, 125, 250, 375, 500, 625, 750, 900, e 1000 pL. Em seguida, completou-
se 0 volume com solugéo de hidréxido de potéssio (0,4 mol L™).

Seis amostras comerciais de agua mineral de diferentes marcas foram
analisadas no protdtipo e nos instrumentos comerciais. As amostras foram
preparadas em baldes volumétricos de 25,0 mL, adicionando-se 5,00 mL de solucdo
de calceina (96,4 x 10° mol L™) e em seguida 1,0 x10™® L da amostra. Depois
completou-se o volume dos balées com a solucéo de hidroxido de potassio (0,4 mol
LY.

Os padrdes foram preparados apenas com fons Ca®*, uma vez que a

reacdo entre a calceina e os fons Ca®" e Mg®* segue a mesma estequiometria.

6.3.5 Resultados e discussao

A determinacéo dos ions calcio e magnésio em solu¢cdo com o agente
complexante calceina formam um quelato fluorescente. Para tais estudos, obteve-se
primeiramente 0 espectro de absorbdncia da calceina usando-se um
espectrofotometro UV-Vis-2550, FIGURA 6.4. Este espetro foi obtido para uma
concentracéo de calceina 19,3 x 10°mol L™ em hidréxido de potassio 0,4 mol L ™.

A partir do espectro confirmou-se que had uma elevada absorcdo da
radiacdo eletromagnética, que ocorre entre 460 e 510 nm, com o pico de maxima

absorbancia em 495 nm®117.118,
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FIGURA 6.4 - Absorbancia de uma solucéo de calceina (1,93 x 10> mol L™) em
hidréxido de potassio (0,4 mol L™).

Tomando-se como base o0 ponto de maxima absorbancia da calceina
foram configurados os parametros operacionais do fluorimetro, a fim de se obter os
melhores resultados. No fluorimetro Hitach a fonte de excitagédo foi configurada para
495 nm, e 0s espectros registrados em concentraces de calceina de 1,2 x 10° a

1,8 x 10™° mol L™, em KOH (0,4 mol L™), FIGURA 6.5.
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FIGURA 6.5 - Espectro de fluorescéncia do complexo calceina (19,3 x 107° mol L™)
em solucéo de KOH (0,4 mol L™). Concentracdes de Ca®*: 1,2 x10°a 1,8 x 107
mol L™*. Comprimento de onda para excitacdo — 495 nm.

Os dados de desempenho analitico apresentados na TABELA 6.8
referem-se aos parametros analiticos calculados a partir da obtencdo da curva
analitica de Ca* em solucéo basica de KOH (0,4 mol L™).

O P2FM foi configurado do modo fluorimétrico através do software de
controle. A partir dos dados de excitacdo e emissao da calceina usou-se a seguinte
configuracdo: LED 470 nm e o canal 1 do sensor.

Embora o pico de maxima intensidade da fonte selecionada € em 470
nm, a largura de banda de emissdo a meia altura dessa fonte, LED 470 nm, incide
sobre a faixa de excitacdo da calceina que esta entres de 460 e 510 nm.

Na FIGURA 6.8 sao apresentados os dados das curvas analiticas para
Ca’* em solugéio de calceina (19,3 x 10° mol L™) e KOH (0,4 mol L™) obtidos nos
seguintes instrumentos: P2FM, RF5103-PC e USB-2000.

A maior sensibilidade do método (coeficiente angular da curva
analitica) foi obtida empregando-se o P2FM. No entanto, empregando-se este
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equipamento, a linearidade da curva analitica foi menor, variando de 2,0 x 10° a 1,2

x 107°,
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FIGURA 6.6 - Curvas analiticas para o Ca?* em solucao de calceina (19,3 x 10° mol
L) e KOH (0,4 mol L™), obtidas empregando-se os instrumentos P2FM, USB-2000
e RF5301/PC

A faixa linear de resposta obtida com o P2FM foi de 2,0 x 10° a 1,2
x107° mol L™, enquanto que para os demais instrumentos, estendeu-se até 1,8 x10™
mol L™, sendo os coeficientes de correlacdo obtidos similares. Como apresentados
em secdes anteriores, o P2FM, possui um nivel de variacdo préprio do instrumento,
sendo que esta variacao reflete diretamente no LD e LQ.

Na TABELA 6.8 sédo apresentados os dados da aplicacdo do método
fluorimétrico usando-se a calceina em meio basico como reagente fluorescente para
determinacdo total dos fons Ca?* e Mg** em &gua mineral. Os dados das

guantidades foram obtidos em dois instrumentos comerciais e no protétipo.
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TABELA 6.8 - Comparacéo dos valores de R, LD, LQ, S e faixa de resposta para
concentracdes de Ca** em solucdo KOH (0,4 mol L™) contendo calceina (19,3 x 10°°
mol L™Y) em instrumentos diferentes.

Instrumento R LD 1 LQ 1 S 1 Faixa il
/ mol L / mol L / mol L / mol L

P2FM 0,996 6,0x107 1,8x10° 8,94 x10° /2’10’2")(12:_5

USB-2000 0,997  64x107 1,9x10° 541 x 10° /2'10’6:12;5

RF5301/PC 0,996 66x107 1,8x10° 6,00x 10° /2’10’8212;5

R - Coeficiente de correlagéo (R); s - Desvio padréo do branco; LD - Limite de detecc¢éo; LQ - Limite
de quantificacéo; S - Sensibilidade; * Excita¢géo- 490/Emisséo -514nm.

Na TABELA 6.9 encontram-se os valores da concentracdo total de Ca**

e Mg?* em amostras de 4gua mineral. Nessa tabela podem ser comparados 0s
valores de concentracdo obtidos utilizando cada um dos instrumentos e também

agueles descritos no roétulo.

TABELA 6.9 - Determinacdo da concentracdo total dos fons Ca®" e Mg®" em
amostras de agua mineral em diferentes instrumentos

Amostra RF_56301/P(E1 USLGB-ZOOO_1 Ii’62FM . R%TULO_1
/107 mol L /107 mol L /107 mol L /107 mol L
Al 9,68 9,68 9,29 6,4
A2 5,25 5,21 5,30 51
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
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Das seis amostras analisadas, apenas uma apresentou valor
consideravelmente distante do valor apresentado no rétulo, a amostra Al. Apés
aplicar o teste t-pareado para os resultados obtidos com o espectrofluorimetro
RF5301/PC e o P2FM, o valor de t calculado foi de 0,36, sendo menor do que o
valor critico (2,01, a = 0,05). Pode-se concluir entdo que nao ha diferenca
significativa entre os resultados obtidos, empregando-se os dois métodos analiticos,

em um nivel de confianca de 95%.



7 Conclusoes

A melhor forma de constranger o mal inundando-o de bondade. Nao é apenas

guerer 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 construido atingiu a
estabilidade em menos de 5 min. Outra vantagem esta na elevada vida util do LED
(10000 h) em comparacdo as lampadas (tungsténio, 3000 h) comumente usadas
nesses instrumentos.

Nos testes de desempenho analitico no modo fotométrico, foram
usados 0s seguintes corantes amaranto (AM), azul brilhante (AB) e tartrazina (TT),
sendo obtidos os seguintes resultados: limites de deteccdo AM = 1,6 x 107’ AB =5,4
x 107" e TT = 1,9 x 10°® mol L™*; limites de quantificacdo, AM = 4,8 x 10”7, AB = 1,6
x10°e TT =5,9 x 10° mol L™; coeficientes de correlacdo, AM = 0,997, AB = 0,975
e TT =0,994.

O desempenho analitico no modo fluorimétrico com o0s corantes
fluoresceina (FL) e Rodamina 6G (R6G) apresentou limite de deteccdo: FL = 8,3 x
10° e R6G = 4,79 x 10°® mol L. Coeficiente de correlacédo: FL = 0,997 e R6G =
0,999.

O teste do prototipo em andlises de interesse analitico como
determinacdo da constante de estabilidade e estequiometria de um complexo
cromogénico, determinacdo de sulfito em bebidas, e concentracdo total dos ions
Ca’" e Mg®" em agua mineral.

A constante de formacdo obtida, 5,04 x 10 ficou préximo ao
apresentado na literatura, 6,2 x 10'®. Na determinacdo de sulfito em oito amostras
de bebidas o teste t-pareado mostrou que método de referéncia e o método
fotométrico usando P2FM foi de 0,66 menor do que o valor critico (2,36, a = 0,05). A
concentracdo total dos fons Ca** e Mg?®* foi determinada pelo método fluorimétrico
onde o P2FM apresentou melhor sensibilidade 8,94 x 10° que o RF5301/PC. O teste
t-pareado mostrou que nao ha diferenca significativa entre o t calculado = 0,36 e ot
critico (2,01, a =0,05).

Estas caracteristicas como: desempenho analitico, portabilidade e
programa dedicado, o instrumento pode ser uma alternativa viavel para utilizacdo em
campo, em lugares remotos, e também como instrumento para pequenas
demonstracdes. Outra vantagem esta na interface USB e alimentacdo por meio da
conexao do computador, dispensando qualquer outro tipo de fonte de alimentacao.

O prototipo desenvolvido, P2FM, atendeu as expectativas de um
instrumento hibrido fotdmetro/fluorimetro para aplicacbes de interesse analitico,

mantendo as carateristicas desejadas de desempenho, funcionalidade, portabilidade
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(35cm 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 facil manipulagéo.
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