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Resumo

A evolugdo da tecnologia transforma instrumentos de medida valiosos em sucata, quando
ndo mais se consegue integra-los aos computadores modernos. Porém, com alguns circuitos
eletronicos e softwares desenvolvidos, esses equipamentos ganham valor agregado semelhante
a equipamentos novos. Esse trabalho tem por objetivo mostrar a integracdo de circuitos ele-
tronicos e softwares modernos com um fluorimetro obsoleto para tornéd-lo equipardvel a um
equipamento comercial atual. Utilizando topologias de circuitos elétricos e métodos conheci-
dos, integrado ao desenvolvimento de um software amigavel, pdde-se construir uma plataforma
geral, adaptavel a diversos equipamentos e podendo, inclusive, ser empregado no desenvol-
vimento de novos equipamentos. Construiu-se para tanto um médulo de amplificador rdpido
para o sinal de um tubo fotomultiplicador e um médulo de aquisicdo de dados e controle para
a operagao do fluorimetro. Como resultado, foram feitas medidas experimentais precisas e de
alta sensibilidade compardveis as obtidas em equipamentos comerciais modernos, até mesmo
fornecendo dados para diversos artigos publicados em revistas internacionais de fisica aplicada
e espectroscopia.

Palavras-chave: microcontrolador, fluorimetro, espectroscopia, eletronica.






Abstract

The technology evolution turns valuable measuring instruments in scrap, when you can
no more integrate them with modern computers. However, with some circuits and developed
softwares, these devices gain value suchlike new equipments. This work aims to show the
integration of electrical circuitry and modern software with an obsolete fluorometer, making
it comparable to a current commercial equipment. Using known electrical circuit topologies
and methods, along the development of an user friendly software, we could build a general
platform, adaptable to various equipment and may even be employed in the development of new
equipment. For this purpose, we constructed a fast amplifier module to the signal generated in
a photomultiplier tube and a data acquisition and control module for the fluorometer operation.
As a result, accurate and high sensitivity experimental measurements were made similarly to
those found in modern commercial equipment, even providing data for several articles published
in international journals of applied physics and spectroscopy.

Keywords: microcontroller, fluorometer, spectroscopy, electronic.
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1 Consideracoes gerais

1.1 Motivacao e objetivos

O estudo da interacao da radiagdo com a matéria € uma das formas mais eficazes de se obter
informacdes sobre propriedades microscopicas de sélidos, liquidos e gases. Atualmente, as téc-
nicas espectroscopicas, que sdo baseadas no estudo da radiagdo com a matéria, sao usadas em
diversas aplicacdes cientificas e tecnoldgicas. Portanto, o entendimento dos conceitos funda-
mentais envolvidos nos diferentes métodos espectroscopicos € parte fundamental dos curriculos

de todos os cursos de graduagdo em Quimica, Fisica e em algumas modalidades de Engenharia

[1].

O avancgo da eletronica e computagdo torna equipamentos de laboratdrio obsoletos a cada
dia. Porém, alguns componentes empregados na constru¢cdo desses equipamentos ndo foram

ainda ultrapassado como, por exemplo, as partes Opticas e mecanicas de um fluorimetro.

Valendo-se desse fato, esse trabalho se propde a agregar os conhecimentos adquiridos no
curso de engenharia elétrica a um equipamento de laboratério obsoleto para, ao fim, obter es-

pectros de fluorescéncia comparaveis aos fluorimetros atualmente no mercado.

1.2 Origem historica

A humanidade tem contato com a decomposi¢ao da luz desde os primérdios (observacao do
arco-iris, por exemplo). O fisico inglés Isaac Newton em 1665 utilizou prismas de vidro para
demonstrar, em seu laboratdrio que a luz solar podia ser decompostas em um espectro de cores.
Em linguagem atual, os experimentos de Newton mostraram que a luz branca é constituida
por uma distribui¢do continua de radiacdo eletromagnética, e que suas componentes (diferentes

cores) podem ser separadas através do fendmeno de refracao [1].

O uso do prisma pelo inglés William Hyde Wollaston permitiu a descoberta de linhas es-
curas no espectro solar em 1802. Cerca de 20 anos mais tarde, o fisico alemao Joseph von
Fraunhofer "redescobriutais linhas escuras enquanto verificava a qualidade dos componentes
opticos que produzia em sua oficina. Fraunhofer utilizou tais linhas escuras como referéncia

de comprimento de onda para a determinagdo precisa de indices de refracdo dos vidros que
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utilizava na construc¢do de prismas e lentes [1]. Fraunhofer também percebeu que o uso do
fendmeno de difracdo podia produzir espectros de forma mais eficiente, criando assim a grade
de difracdo (constituido por fios metélicos finos alinhados paralelamente e igualmente espaca-
dos). Ele fora capaz de identificar 574 linhas escuras no espectro solar e, mais tarde, observou
que a queima de algumas substancias apresentavam um espectro de emissdo com raias discretas

caracteristicas de cada elemento. [1]

Estudando o espectro de emissdo solar, em 1868 o astronomo Joseph Norman Lockyer
observou algumas raias que seriam correspondentes a um elemento desconhecido na época, ao
qual denominou hélio. Quase 30 anos depois, em 1890, o hélio foi detectado na Terra pelo
quimico escocés William Ramsay. Para se explicar esses fendmenos de emissdo e absorcao de

luz, os modelos atdmicos sofreram muitas transformagdes.

No ano de 1859, os quimicos Robert Wilhelm Bunsen e Henry Enfiled Roscoe desenvol-
veram um queimador a gds onde era possivel observar o espectro de absor¢dao ou emissao de
uma substancia quase sem influéncia do padrao de emissdo proveniente da chama. Mais tarde,
trabalhando em conjunto, Bunsen e o fisico Gustav Kirchhoff desenvolveram um espectrosco-
pio e o utilizaram para estudar o espectro de emissao de diversos sais, observando que algumas
linhas de emissdo coincidiam com linhas escuras que apareciam no espectro da luz do Sol.
A partir dessa observacdo, Bunsen e Kirchhoff realizaram experimentos onde um feixe de luz
branca atravessava o gds resultante da queima do sddio e observaram a presenca de linhas es-
curas com os mesmos comprimentos de onda das linhas de emissdo. Concluiram, entdo, que o
s6dio gasoso emite e absorve luz de mesma energia e que as linhas escuras observadas no es-
pectro solar eram provenientes da absor¢do pelos diversos gases contidos na atmosfera terrestre
e solar. Bunsen e Kirchhoff passaram a utilizar o espectroscépio para identificar elementos qui-
micos e descobriram os elementos césio e rubidio [1]. Nessa época, poucos elementos quimicos
eram conhecidos. O estudo da espectroscopia de emissdo possibilitou a descoberta de dezenas
de novos elementos. Contudo, ainda se desconhecia a origem desse fendmeno. A busca pela

explicacdo levou a criacdo de uma “nova fisica”: a mecénica quantica.

Apesar dos estudos cientificos no tema s6 terem se aprofundado com a evolugao dos instru-
mentos Opticos ao longo dos séculos, existem registros de que se observava fendmenos espon-
taneos de fluorescéncia desde o periodo das grandes navegacdes, quando os europeus tiveram
contato com plantas medicinais exoticas trazidas das Américas. O fisico e botanico espanhol
Nicolds Monardes em sua obra “La historia medicinal de las cosas que se traen de nuestras
Indias Occidentales” datada de 1565, descreve que a infusd@o de uma lasca de madeira retirada
de uma pequena arvore nativa do México tornaria a 4gua opaca com uma coloracio peculiar-
mente azulada [2]. Na mesma época, o missiondrio franciscano Bernardino de Sahagin, em sua
obra “Florentine Codex” descreve a mesma madeira chamada de “coatli” pelos astecas como

um medicamento que torna a 4gua azul e seu suco seria utilizado para tratar doencas do rim [3].

Uma tradugdo posterior da obra de Monardes pelo botanico flamengo Charles de L’Ecluse

em 1575, onde essa espécie fora denominada Lignum nephriticum (madeira do rim) (LN), aju-
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dou a difundir a existéncia dessa planta pela Europa que se tornou muito popular entre os séculos
XVI e XVII, devido as suas propriedades medicinais. Posteriormente, em 1646 o padre jesuita
alemao Athanasius Kircher escreve um livro onde observa que a luz que atravessa uma solu-
cdo de LN tem coloracdo amarela, enquanto a luz refletida tem coloragdo azul. Essa espécime
permaneceu esquecida até o principio do século XX, quando foi catalogada como Eysenhardtia

polystachya (EP).

Até que se fizessem estudos cientificos mais profundos desse fendmeno, houveram vérias
tentativas de explicd-lo. Galileo Galilei (1612) tentou explicar a emiss@ao do chamado “lapis
solaris” (sulfato de bario) quando aquecido, como se a luz fosse “concebida dentro da pedra
e saisse depois de algum tempo, como em um parto”. Em 1833, David Brewster observou
que uma luz branca atravessando uma solu¢@o de folhas em dlcool emitiria uma luz averme-
lhada quando visto lateralmente. Ele atribuiu equivocadamente esse fato a dispersao de luz na

amostra.

As observacdes com método cientifico, entretando, comecaram em 1842. Edmond Becque-
rel descreve a emissdo de luz de sulfato de célcio quando excitado na regido do ultravioleta. Ele
notou ainda que a emissao gerada nesse processo ocorria em um comprimento de onda distante
da excitacdo. Esse fato o levou a criar, em 1858 o primeiro fosforoscépio, permitindo-lhe medir

o tempo de decaimento de fosforescéncia.

Outra espécie das Américas que ajudou no estudo da fluorescéncia foi a cinchona, planta
da qual se extrai a quinina. John Herschel, em 1845, observou pela primeira vez a fluorescéncia
em sulfato de quinina [4]. A descoberta da fluorescéncia nesse composto gerou um grande
avanco na drea. Logo apds, em 1852, George Gabriel Stokes publicou um extenso tratado onde
estudava o que chamou de “reflexdo dispersiva” em sulfato de quinina [5]. Em seu trabalho,
Stokes comenta que esse termo ndo o agradava e se diz propenso a cunhar um novo nome,

fluorescence.

Em seus experimentos, Stokes utilizou um prisma para separar o espectro da luz solar e
iluminou sua solu¢@o de quinina com diversas cores do espectro obtido. Ele pode percebeu que
a excitagdo em todo o espectro visivel ndo gerava fluorescéncia aparente, até que posicionou
a amostra de quinina na regido do ultravioleta e ficou surpreso com o surgimento instantaneo
de luminosidade expondo a amostra a raios invisiveis. Em tradug¢ao livre: “Era certamente um
sinal curioso ver o tubo iluminado instantaneamente quando mergulhado em raios invisiveis:
era literalmente escuriddo visivel. De modo geral, o fendmeno tinha algo que aparenta ndo ser

deste mundo.”, certamente por observar algo incomum no cotidiano [5].

Até a época, sO se obtinha a quinina através da extracdo vegetal. Na tentativa de sintetizar
quinina artificialmente, o quimico William Henry Perkin em 1856 quando aos 18 anos, aciden-
talmente produziu um corante organico cor de malva, derivado de alcatrdo com base de anilina.
Perkin ficou conhecido como pioneiro da industria quimica. Mais tarde, em 1871, Adolph Von

Baeyer sintetizou o composto conhecido como fluoresceina e foi contemplado com o Prémio
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Nobel de Quimica em reconhecimento aos avancos proporcionados a indudstria quimica através

de seus trabalhos com corantes organicos e compostos hidroaromaticos.

Com o avanco dos equipamentos de espectroscopia Optica e outras técnicas recentes, va-
rios compostos da Eysenhardtia polystachya de Monardes foram enfim isolados e estudados,
incluindo o chamado Coatline B, com pico de emissdo no azul (466nm) responsavel pela colo-
racdo da misteriosa infusdo da planta [6]. A figura 1.1 mostra uma ilustracdo de uma infusao
amarelada exibindo a coloragdo azul (a) e também uma solu¢do aquosa em meio alcalino de
Coatline B isolado (b). Acredita-se que essa foi a primeira observac¢ao do fendmeno de fluores-

céncia relatado e desencadeou um enorme desenvolvimento cientifico.

Figura 1.1: (a) Ilustracdo de solugdo de Lignum nephriticum; (b) Solucao alcalina de Coatline
B
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2 A espectroscopia

A espectroscopia € o estudo da interacdo entre matéria e energia dela irradiada. A espec-
troscopia Optica utiliza como objeto de estudo dois tipos de espectros: espectros de absor¢do e
de emissdo. Quando a luz atravessa uma determinada amostra, comprimentos de onda dessa luz
serdo absorvidos e o espectro da luz resultante carregard consigo informacdes sobre a amostra
gerando os espectros de absorcdo ou, depois de absorver essa radiacdo incidente, emitird uma

luz propria, cujo espectros de emissao também carrega informagdes sobre a amostra.

2.1 Espectros de absorcao

A espectroscopia de absorcao estd baseada na medida da transmitancia de um feixe lumi-
noso por uma solug@o contendo um soluto absorvente (também chamado analito), ou seja, uma

medida de quanto um analito absorve luz um determinado comprimento de onda.[7]

A transmitincia (7') € a razdo da poténcia luminosa que atravessa uma amostra (P), sobre
a poténcia luminosa incidente (P), ou seja, representa a parcela da luz incidente que atravessa
a amostra. Por sua vez, a absorbancia (A) diz respeito a medida logaritmica de quanta luz a
amostra absorveu, matematicamente representada por A = log7~!. Consideremos um recipi-
ente com caminho éptico b de comprimento e um analito com concentragdo c. A lei de Beer

estabelece uma relac@o entre essas grandezas e pode ser representada pela equacgdo 2.1.

P
A:—logTzlogF():sbc 2.1

O termo &, chamado absortividade molar, € uma propriedade do material que, dentre outros
fatores, assume valores diferentes para diferentes comprimentos de onda da luz incidente. Esse
padrdo espectral de absorc¢do é caracteristico do elemento quimico absorvente, € andlogo a uma
“assinatura” do elemento, sua “impressao digital”. Portanto, a equagao de Beer mostra a ligacao
que existe entre a absor¢do de poténcia luminosa em uma amostra, em fun¢do da concentragcdo
do soluto, caminho 6ptico e comprimento de onda da luz incidente. Baseado nessa afirmacdo,
a espectroscopia de absorcdo estuda os diferentes comprimentos de onda absorvidos por uma
amostra, podendo, a partir dessas informacdes, determinar a composi¢do quimica da amostra e

também a concentracdo de cada elemento que a compde.[7]
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Existem, contudo, limita¢des préticas para o uso da lei de Beer. Poucas excecdes sdo en-
contradas contradizendo a linearidade da absorbancia em func¢do do caminho 6ptico. Porém,
quando se trata da proporcionalidade da absorbancia com a concentra¢do para um caminho 6p-
tico constante, dois tipos de desvio podem ocorrer. O primeiro, conhecido como desvio instru-
mental, é consequéncia da maneira como se mede a absorbancia, ja o segundo, conhecido como
desvio quimico, € consequéncia de interacdes quimicas na amostra decorrentes da altera¢do da

sua concentracao.

Os desvios instrumentais estdo relacionados principalmente com radiacdes policrométicas.
O fato de € depender do comprimento de onda, leva a uma nao linearidade da absorbancia para
diferentes concentracdes quando a amostra é exposta a uma fonte de luz nio monocromatica.
A obediéncia estrita a lei de Beer € observada apenas com radiacdo verdadeiramente monocro-

matica. [7].

Quanto aos desvios quimicos, um caso ocorre quando a concentracdo do analito € muito
elevada. Esse desvio é decorrente do fato de que, quando a concentracdo estd muito elevada,
a distancia média entre as moléculas é reduzida, fazendo com que uma molécula interfira na
distribuicdo de cargas da outra, podendo alterar a capacidade de absorver um determinado com-
primento de onda. Noutro caso, mesmo em baixas concentragdes, a dissociagcdo, associagao ou

reacdo do analito com o solvente pode gerar produtos com espectros de absorcao diferentes.[7]

Os espectros de absor¢do Optica podem ser obtidos em diferentes faixas de comprimento
de onda, seja na regido de ultravioleta, visivel ou infravermelho e sdo gerados em um equi-
pamento chamado espectrofotometro de absor¢c@o. A figura 2.1 mostra o montagem Optica do
espectrofotometro comercial LAMBDA 900 UV/VIS/NIR da fabricante Perkin Elmer. Esse es-
pectrofotdmetro opera nas regides de ultravioleta (UV), visivel (VIS) e infravermelho préximo
(NIR) e, para tanto, € equipado com duas 1ampadas e dois sensores diferentes. As lampadas sdo
de halogénio (L) que emite luz na regido VIS-IV (350 a 3000nm) e a outra de deutério (L,)
que emite na regido do UV(<300nm). Os dois sensores sdo um tubo fotomultiplicador (PM)
sensivel a radiacao UV e VIS (315 a 800nm) e um sensor de estado sélido de sulfeto de chumbo
(PbS) sensivel na regido do infravermelho (800 a 3000nm). A luz emitida pelas lampadas incide
no espelho E; que seleciona qual 1ampada serd utilizada. Em seguida, o feixe de luz percorre os
espelhos E, e E3 e passa por um conjunto de filtros (FW), € refletido pelo espelho E4, atravessa
uma fenda (F), reflete em E5 e segue para o monocromador M1. O monocromador difrata a luz
incidente que retorna para o espelho Es, passa novamente por uma fenda que limita a largura
do espectro do feixe e repete o procedimento anterior para 0 monocromador M2, reduzindo
mais a largura do espectro, ou seja, tornando a luz mais monocromatica. Depois de refletir nos
espelhos E7 e Eg, atinge um chopper C que contém um espelho girante, ora deixando passar o
feixe em direcdo a Eg e Ej, ora refletindo no espelho em dire¢do a E’y. O feixe nesse ponto
se divide em dois feixes intermitentes que seguem para o compartimento de amostra. Um dos
feixes atravessa a amostra A, o outro a referéncia R e seguem ambos até o espelho Ej4 que di-

reciona os feixes para o sensor que serd utilizado (PbS ou PM). Sabendo a posic¢ao do chopper,
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Figura 2.1: Esquema do espectrofotdometro LAMBDA 900 UV/VIS/NIR

pode-se utilizar um Unico sensor para medir a amostra e a referéncia.

Em operac¢do, os monocromadores sdo ajustados para selecionar determinados comprimen-
tos de onda, fazendo uma varredura na regido desejada do espectro, obtendo ponto a ponto a
poténcia luminosa na amostra P e na referéncia P e, a partir da lei de Beer, calcular o log dessa
relacdo (absorbancia) em cada ponto da varredura, construindo o espectro de absor¢cao. Mais
detalhes sobre os componentes integrantes do espectrofotometro sdo descritos no seu manual

de funcionamento [8].

2.2 Espectros de luminescéncia

Uma outra técnica para se obter os informagdes dos niveis energéticos de um sistema ato-
mico € capturar um espectro de luminescéncia. A fotoluminescéncia ocorre quando o sistema
atdmico absorve energia de um feixe incidente, transitando do estado fundamental para outro
de maior energia, posteriormente fazendo uma transicdao para um estado de menor energia e, de-
corrente desse processo, ocorre a liberagdo na forma de luz dessa energia absorvida. A andlise
dessa luz emitida contém informagdes sobre os niveis de energia envolvidos nessa transi¢ao, os
quais, por sua vez, sdo caracteristicos de cada elemento, tornando seu espectro de emissdo uma

identidade uUnica. As técnicas de luminescéncia t€ém uma sensibilidade até mil vezes maior que
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a absorcao, sendo assim, consegue-se identificar com essa técnica concentragdes baixissimas de

dopantes em uma amostra (concentracdes da ordem de parte por bilhdo) [7].

O termo luminescéncia abrange trés fendmenos de emissao luminosa: fluorescéncia, fosfo-
rescéncia e quimiluminescéncia. Os dois primeiros sdo similares quanto a excitacao da amostra
que ¢ feita pela absorc¢do de fotons e por isso sdo classificados como fotoluminescéncias. Ja a
quimiluminescéncia ocorre quando uma reacao quimica gera emissao de luz em uma amostra
(luz de um vagalume). A diferenca fundamental entre fluorescéncia e fosforescéncia estd na na-
tureza da transicao eletronica no estado excitado, fazendo com que no primeiro caso, a amostra
emita luz por um tempo curto, da ordem de microssegundos e, na fosforescéncia, o tempo de
vida da emissdo pode durar horas. O espectro de emissao luminosa das amostras pode, assim
como o espectro de absorcdo, determinar a composi¢ao quimica da amostra, bem como sua

concentracdo.[7]

Dentre os fatores que afetam a fotoluminescéncia estdo a estrutura quimica (moléculas or-
ganicas), efeitos do solvente, concentracio da solucdo, temperatura e rendimento quantico ou
eficiéncia quantica, que € a razdo do nimero de moléculas que luminescem pelo niimero total

de moléculas excitadas.

Para medir a luminescéncia, faz-se uso de um equipamento chamado fluorimetro. A figura
2.2 mostra o esquema simplificado de um fluorimetro convencional. Basicamente, um fluori-
metro necessita de uma fonte de luz (Lampada), um monocromador de excitagdo, uma camara
para a amostra, um monocromador de detec¢do e um detector. A lampada fornece ao primeiro
monocromador um feixe de luz com um espectro amplo. Esse feixe entra no monocromador
através de uma fenda, incide em uma grade de difracdo, atravessa outra fenda (o que torna esse
feixe monocromatico) e segue para a amostra. Quando esse feixe incide na amostra, ocorre uma
absorc¢do dessa luz (excitacdo da amostra) seguida de uma emissdo. A luz emitida pela amostra
entra no monocromador de deteccdo através de uma fenda, sofre difracdo em uma grade, passa

por outra fenda e vai para um detector de luz.

Para que se obtenha um espectro de luminescéncia, € preciso fazer uma varredura utilizando
o monocromador de detec¢do, manipulando a orientacdo da grade de difragdo para trocar o

comprimento de onda incidente no sensor (monocromador de detecc¢do).

Uma quantidade expressiva de elementos das chamada terras-raras exibem fotoluminescén-
cia. As terras-raras compreendem todos os elementos das séries dos lantanidios e actinideos e
também os elementos escandio e itrio [9]. Alguns compostos organicos também exibem esse
fenomeno e sdo, em sua maioria, moléculas contendo anéis aromaticos [7]. Existem intimeras
aplicacdes que utilizam a medida espectral de luminescéncia. Grande parte delas utilizam fons
de terras-raras (TRs) por apresentarem, dentre outras qualidades, um alto rendimento quantico
e finas linhas de emissdao. Os TRs interagem com materiais biolégicos substituindo ions como
Ca, Zn, Fe (I1) e Fe (II)[10]. Por essa razdo, sdo utilizados como marcadores em sondas espec-

troscOpicas para sistemas bioldgicos e, dentre os TRs, os fons Eu3+, Tb3+ e Nd3+ sdo os mais
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Figura 2.2: Esquema de um fluorimetro convencional

Figura 2.3: (a) Cédula de 100 €, (b) mesma cédula excitada em 245nm

utilizados. Este método baseado no uso de marcadores luminescentes é chamado de fluoroimu-

noensaio e € utilizado na investigacdo de enzimas, anticorpos, hormodnios, entre outros.[10]

Outro uso de luminescéncia de TRs € produzir marcadores para sistemas de seguranca.
Utilizou-se uma dopagem de eurdpio para fazer marcagdes nas cédulas de Euro, como mostrado
na figura 2.3. A cédula contém pigmentos com Eu** e Eu?T e, quando iluminada com luz

ultravioleta, € possivel observar luminescéncia no vermelho, verde e azul.[10]

Os fons de TRs também sdo largamente utilizadas nas industrias em diversas formas, seja
em tubos de televisdo, fibras opticas, lampadas fluorescentes, LEDs, tintas, vernizes, marca-
dores oOpticos luminescentes, telas de computadores, detec¢io de radiacdo (raios-g e elétrons),
etc. [11] Em sua grande parte, sdo componentes dos chamados “fésforos”, compostos quimicos
como os presentes nas lampadas fluorescentes, que absorvem a irradiacdo ultravioleta gerada
em uma descarga elétrica num gds de vapor de merctirio, e emite um espectro complexo devido

a fluorescéncia do chamado “f6sforo”.
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3  Fluorimetro Horiba Fluorolog

De acordo com o que fora dito no capitulo 2, o equipamento capaz de obter espectros
de fluorescéncia é chamado fluorimetro. Nesse trabalho desenvolveu-se diversas ferramentas

fisicas e de software permitindo operar um fluorimetro Horiba modelo Spex Fluorolog (figura
3.1).

Figura 3.1: Fluorimetro Horiba Spex Flourolog

Os préximos itens descrevem as caracteristicas fisicas do equipamento e seus principais
componentes.

3.1 Descricao fisica

A figura 3.2 ilustra um esquema de disposicdo fisica e principais ligacdes elétricas. O

modelo Spex Fluorolog é mais sofisticado que o mostrado anteriormente (capitulo 2, figura
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2.2). Os monocromadores sdo duplos (t€m duas grades de difra¢do), o que torna a luz que os
atravessa mais monocromatica sem a perda de poténcia luminosa. A figura 3.2 mostra a parte

Optica e também eletronica.

10 |<—> 9A
9B

Figura 3.2: Esquema da disposi¢ao fisica e conexdes do fluorimetro Spex Fluorolog

Cada componente desse esquema serd melhor abordado futuramente. Em linhas gerais,
o bloco (1) é a fonte de luz (Iampada de xendnio), o bloco (2) € um monocromador duplo
de excitagdo que fornece luz monocromética para o compartimento de amostras (4). Dentro
desse compartimento, hd um sensor de referéncia (7) que € irradiado por uma pequena parcela
da luz refletida em um espelho semi-refletor. Apds o compartimento (4), a luz emitida pela
amostra (A) segue para o0 monocromador de deteccdo (3) idéntico ao primeiro, que entrega luz
monocromadtica para o sensor (5). Integrando todos os elementos do fluorimetro estdo as partes
eletronicas. O sensor esquematizado € o tubo fotomultiplicador que, para seu funcionamento,
necessita de um amplificador rdpido (6) e uma fonte de alta tensdo (9B). A fonte de alta tensao
estd em uma caixa separada que, além dela, contém a placa de comunicagdo e controle (9A).
Essa placa, por sua vez, € incumbida da leitura do sinal proveniente do amplificador (6) e do
conversor tensao-frequéncia (8) que faz leitura de um sensor de referéncia (7). Além das leituras
de sinal, essa placa também controla a posicdo dos monocromadores (2 e 3) e 1€ os seus sensores

de fim de curso, além de comunicar-se com um computador (10) através de uma porta USB.

Nesse trabalho foram projetados os circuitos (além de confeccionadas as placas) do ampli-
ficador rapido (6) e de comunicagdo e controle (9A) e serdo tratadas no capitulo 5. O funcio-
namento da comunicagdo e do controle dependem de softwares que foram elaborados e serdo

tratados no capitulo 6. As partes Opticas serdo agora melhor descritas.
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3.2 Optica do fluorimetro

3.2.1 Lampada

A fonte de luz do fluorimetro (1) € uma lampada de xendnio operando em 150W. As lampa-
das de xendnio ou lampada de arco de xendnio, produzem radiacdo pela passagem de corrente
elétrica em uma atmosfera de gas xenonio (Xe, nimero atdomico Z=54) [7]. A figura 3.3 (a)
mostra uma lampada de xenonio, semelhante a utilizada no fluorimetro. Pode-se ver na figura
os eletrodos responsdveis pela descarga elétrica dentro do bulbo de gés. Essas lampadas sdo de

alta pressdo, o que gera um espectro quase continuo de emissao.

W 0.10 | 365

§ \ 436 Tungsten-ﬂogen (x10)
546 M
& 0.08 | eg'y

Xenon
=

Metal Halide
—

0.06

2

Intensidade luminosa (u.a.)
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N
[=]

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.3: (a) Lampada de arco de xenonio; (b) Espectro de diferentes tipos de lampada

As lampadas de gds possuem alto rendimento, convertendo grande parte da poténcia elétrica
em luminosa. Juntamente do bulbo € construido um conjunto 6ptico de modo a maximizar o
aproveitamento da luz emitida, fazendo com que uma parcela muito alta da luz emitida seja

focada na fenda de entrada do monocromador de excitacao.

Essas lampadas possuem um espectro continuo entre aproximadamente 200 e 1000nm, ou
seja, abrange toda a regido visivel e parte da regido ultravioleta [7]. A figura 3.3 (b) mostra
comparativamente o espectro de alguns tipos de lampadas (tungsténio, mercuirio, xendnio e

iodeto metalico).

Percebe-se pela figura que a lampada de xendnio tem o espectro praticamente continuo.
A lampada de tungsténio tem um rendimento muito baixo (grafico tem fator de 10 vezes),
praticamente nao emitindo luz na regiao ultravioleta. Por outro lado, as lampadas de merctrio
e iodeto metdlico possuem uma alta poténcia luminosa no ultravioleta, porém, a existéncia de

intensos picos de emissao tornaria necessario um sistema de corre¢do muito eficiente.
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3.2.2 Monocromador

Os monocromadores duplos s@o equipamentos que, através da difracdo da luz, sdo capazes
de gerar uma luz monocromdtica a partir de outra policromdtica. Atualmente os monocro-
madores, em sua maioria, possuem grades (ou redes) de difracdo. Porém, historicamente se
utilizou prismas para a mesma fungdo. Valendo-se de espelhos concavos, fendas e grades de
difra¢do, os monocromadores do fluorimetro configuram o chamado monocromador duplo de
rede Czerney-Turner [7]. A figura 3.4 mostra o esquema de funcionamento de um monocroma-
dor Czerney-Turner.Nesse esquema, o sinal luminoso (A) entra no monocromador através de
uma fenda (B), reflete em um espelho esférico (C) que tem o seu foco na fenda de entrada e,
por sua vez, reflete a luz em dire¢do a grade de difracdo (D), que pode girar em torno de seu
préprio eixo. A luz refratada pela grade de difracdo segue para um segundo espelho esférico
(E) que tem seu foco noutra fenda (F). Ajustando a abertura das fendas e a rotacdo da grade
de difracdo, escolhe-se a largura e o comprimento de onda central do espectro da luz que sairé
do monocromador (G). Como as fendas ndo estdo posicionadas no eixo optico principal dos
espelho esféricos, as suas reflexdes levam a uma aberragcdo 6ptica. Contudo, como os espelhos

recebem a luz na mesma inclina¢do, um espelho corrige a aberracao causada pelo outro. [7]

Figura 3.4: Esquema de funcionamento de um monocromador

Os monocromadores duplos do fluorimetro Spex Fluorolog sdo semelhantes ao da figura
3.4, porém possuem duas grades (detalhes construtivos na figura 3.2). Depois de passar por
uma grade de difrac@o, a luz passa por uma segunda grade que abre ainda mais o espectro,

tornando-o mais monocromético sem perda excessiva de poténcia luminosa.

3.2.3 Compartimento de amostra

O fluorimetro possui um compartimento de amostras estruturado como mostra a figura 3.5.
A luz monocromdtica vinda do monocromador de excitacdo entra no compartimento e é parci-
almente refletida num espelho semi-refletor (ES) e passa por uma lente que focaliza um feixe
de referéncia no sensor S. O sensor S informa ao software qual a poté€ncia luminosa incidente
na amostra, para que ele corrija desvios de medidas causados por variagdes nessa intensidade

luminosa. A parte da luz que nao fora refletida no espelho ES segue para um outro espelho (E1)
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que reflete o feixe para um espelho eliptico (E2). Esse espelho eliptico reproduz a imagem da

fenda de entrada sobre a amostra (A).
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Figura 3.5: Estrutura interna do compartimento de amostras

Quando a amostra é excitada fluoresce, emitindo luz em todas as direcdes do comparti-
mento. A imagem da amostra estd em um dos focos do espelho eliptico E5. O outro foco do
espelho estd na fenda de entrada do monocromador de detec¢do. Dependendo das caracteristi-
cas da amostra analisada, a intensidade luminosa que chega a esses espelhos pode ser maior em
E3 (deteccao frontal) ou em ES5 (deteccdo lateral), cabendo ao espelho E4 (que pode assumir

duas posi¢des diferentes) selecionar entre esses dois caminhos.

Todos os componentes Opticos integrantes desse fluorimetro sdo reflexivos, uma grande
vantagem para a espectroscopia, ja que a refracdo das lentes depende do comprimento de onda

da luz que as atravessa.

3.2.4 Detector

Tubo fotomultiplicador

Os tubos fotomultiplicadores, também conhecidos como PMTs (do inglés PhotoMultiplier
Tubes) sao sensores de luz capazes de amplificar internamente o sinal elétrico gerado pela luz

incidente, sendo utilizado em medidas de baixas poténcias radiantes [7].

O modelo de tubo fotomultiplicador utilizado chama-se R928 da fabricante Hamamatsu.
A figura 3.6 mostra o tubo fotomultiplicador R928 (a), uma representacdo esquematica da sua

estrutura interna (b) e o espectro de sensibilidade do fotocatodo e sua eficiéncia quantica (c).

Os tubos fotomultiplicadores contém um eletrodo de nome fotocatodo (K) que é coberto por
uma camada de material fotoemissor de elétrons, ou seja, quando atingido por fétons, ocorre
a liberacdo de elétrons na superficie do material devido ao efeito fotoelétrico. Dentro do tubo
existem outras eletrodos chamados dinodos (DY1 a DY9). Esse fotocatodo (K) é alimentado
com uma tensao negativa elevada (faixa de kilovolts) em relacdo aos dinodos, através de uma

rede resistiva como ilustrado na figura 3.6(b). A tensdo se distribui pelos resistores criando
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Figura 3.6: (a) Tubo fotomultiplicador R928; (b) Representagdo esquematica do R928; (c)
Resposta espectral do tubo fotomultiplicador R928

uma diferenca de potencial de aproximadamente 100V entre cada dinodo. Quando os elétrons
ejetados do fotocatodo entram no campo elétrico produzido pela diferenga de potencial entre K
e DY1, € acelerado em direcd@o ao dinodo, ganhando energia do campo elétrico nesse processo.
Ao colidir com o dinodo, os elétrons promovem um fendmeno intitulado emissao secundéria,
ejetando da superficie do dinodo um nimero de elétrons maior, devido a energia adquirida do
campo elétrico. Esses elétrons recém ejetados, por sua vez, sdo acelerados rumo ao dinodo
seguinte. Esse processo se repete para cada par de dinodos, amplificando o nimero de elétrons
ejetados a cada estdgio. Depois de repetido nove vezes esse processo, cerca de 10° a 107 elé-
trons sdo coletados no anodo (P) formando picos de corrente elétrica que serdo posteriormente
amplificados e eletronicamente contados. Tipicamente, esse processo ocorre em alguns nanos-

segundos gerando pulsos da ordem de centenas de microvolts em um resistor de carga de 502
[12][7][13][14].

Devido a composic¢ado do fotocatodo (K), ele apresenta maior sensibilidade para certos com-
primentos de onda de luz incidente como mostrado na figura 3.6 (c). Pode-se perceber que a
tanto a sensibilidade do catodo quanto a eficiéncia quantica cobrem todo o espectro visivel jun-
tamente com a regido de ultravioleta emitida pela lampada de xenonio (veja figura 3.3). Pela
escala de sensibilidade, pode-se perceber que esse sensor sé deve ser usado em uma intensidade

muito baixa de luz pois, ja que a sensibilidade estd na faixa de mA/W de poténcia luminosa e o
ganho de corrente do sensor é aproximadamente 107.

A resposta espectral do tubo R928 estd na faixa de 185 a 900nm (UV-VIS), com pico mé-
ximo em 400nm. A sensibilidade é muito baixa para comprimentos de onda no infravermelho
devido a baixa energia dos fétons que nao sao capazes de produzir o efeito fotoelétrico no foto-
catodo. Ja a limitac@o do tubo fotomultiplicador para o ultravioleta ocorre pois a janela de vidro

por onde entra a luz € composta de silica fundida absorvendo comprimentos de onda inferiores
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a 185nm. Existem modelos de tubo fotomultiplicador com janela de quartzo, como € o exemplo
do modelo R955 da Hamamatsu, que tem resposta espectral de 160 a 900nm. Mais informagodes

sobre os tubos fotomultiplicadores R928 e eR955 podem ser encontradas em [13].

Sensor de estado solido (InGaAs)

Como mostrado anteriormente, os tubos fotomultiplicadores tém uma resposta espectral
restrita aos comprimentos de onda da regido visivel e ultravioleta. Caso se queira fazer espec-
troscopia de luminescéncia no infravermelho préximo (NIR), os tubos fotomultiplicadores sao
incapazes de gerar sinal nessa regido. Os sensores ideais para essa aplicacdo sdo de estado sélido

como de silicio (Si), germanio (Ge) e arsenieto de indio e galio (InGaAs). A figura 3.7 mostra

um sensor de InGaAs (a) e a resposta espectral dos sensores de estado sélido mencionados (Si,
Ge e InGaAs) (b).

Sj InGaAs
Ge
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Comprimento de onda (hm)

Figura 3.7: (a) Sensor de InGaAs; (b) Resposta espectral de sensores de estado sélido (Si, Ge,
InGaAs)

O fluorimetro possui um monocromador de detec¢do adequado para a regido do infraver-
melho acoplado a um sensor de InGaAs. A escolha desse sensor se deve a duas razdes: a
sua resposta espectral complementar a resposta dos tubos fotomultiplicadores (ao contrario dos

sensores de Si) e sua eficiéncia ser maior que os sensores de Ge.

A saida desses sensores € analdgica em tensao e, no presente projeto, é amplificada através
de um amplificador lock-in (serd discutido posteriormente) para a leitura em conversor anal6-

gico interno ao circuito de comunicagao e controle.
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4 Técnicas de deteccdo

Uma vez escolhido o sensor mais adequado a aplicacdo, é necessario fazer a aquisicao do
sinal capturado pelo sensor. Existem diversas técnicas de deteccdo de sinal, e caracteristicas do

sinal e/ou do sensor dirdo qual a melhor técnica.

Nos proximos itens serdo expostas as técnicas comumente utilizadas.

4.1 Deteccao Sincrona (Lock-in)

Na espectroscopia de emissdao, uma amostra é excitada por uma fonte de luz. A amostra,
por sua vez, emite radiacdo luminosa que atinge um sensor 6ptico, gerando um sinal elétrico.
Coadjuvante a radiacdo proveniente da amostra, hd também iluminacdo do ambiente responsa-
vel por formar, juntamente com ruidos elétricos no sensor e circuito de deteccao, um ruido de
fundo. A detec¢do sincrona (ou lock-in) € uma técnica que utiliza modulacao do sinal luminoso

para fazer uma distin¢@o entre sinal e ruido de fundo, melhorando assim a relagdo sinal-ruido.

A modulagdo do sinal luminoso pode ser feita com o uso do chopper, um dispositivo me-
canico composto de hélices igualmente espacadas, dispostas em um disco que bloqueia a pas-
sagem de luz em uma frequéncia regular determinada. A figura 4.1 mostra um chopper e con-

trolador comerciais da Stanford Research Systems.

Figura 4.1: Chopper e controlador Stanford

Um diagrama simplificado do amplificador sincrono pode ser visto na figura 4.2. O dia-
grama contém entradas para o sinal e a referéncia. A entrada de sinal passa por um amplifica-
dor e filtro para condicionamento de sinal e, posteriormente, segue para um multiplicador. Esse
multiplicador recebe também o sinal de referéncia, depois de processado por um frigger € um

deslocador de fase.
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Figura 4.2: Diagrama de funcionamento do amplificador sincrono

Numa abordagem inicial, consideremos que uma tensdo V; € aplicada na entrada de sinal e
uma outra tensdo V. € aplicada na referéncia. Ignoremos por ora os blocos responséveis pelo
tratamento dos sinais e, portanto, serdo esses os sinais de entrada do multiplicador. Seja V), a

tensdo de saida do multiplicador, tomemos por simplicidade o seguinte caso:

Vi =A-cos(or)

Vie =B-cos(wt+0) 4.1)

Vp =Vix Vref
=V, =A-cos(ot)-B-cos(wt+0) 4.2)
V,=A-B-cos(wt) - [cos(wr)-cos(0) —sen(wt) - sen(0)] 4.3)
V,=A-B- [cosz(a)t) -cos(0) — cos(or)sen(ot) - sen(0)) 4.4)
V,=A-B- cos@or)+ 1. 0s(9)—@-sen(9) 4.5)
V, = % ‘A-B-cos(0)+ % A-B-[cos(2wt)cos(0) — sen(2wt)sen(6)] (4.6)
Vp:%-A-B-cos(@)—}—%'A-B-cos(Zwt+9) 4.7)

O resultado encontrado para esse caso particular reflete a solucdo geral para qualquer sinal
periddico, tendo em vista que qualquer funcao periddica pode ser decompostas uma superposi-

¢ao de senoides.

O sinal proveniente do multiplicador é composto de dois termos. Como esse produto é
filtrado na saida, o segundo termo que € fun¢do de 2wt € atenuado, restando apenas o primeiro
e, portanto, a tensdo de saida V,, para as entradas em questdo pode ser expressa pela equacdo
4.8.

V,=A,-A-B-cos(0), (4.8)

onde A, denota o ganho de tensdo de malha aberta. Retomando as estruturas outrora igno-

radas, o defasador do sinal de referéncia pode ser ajustado de modo a maximizar cos(0), bem



39

como o circuito de trigger pode ajustar a amplitude do sinal de referéncia, fixando o valor de B.

Dessa forma, a saida do amplificador mostra-se funcao somente da amplitude do sinal (A).

Vale ressaltar que quaisquer outras componentes de frequéncia integrantes do sinal de en-
trada que sejam diferentes da frequéncia de modulacdo, produzirdo termos dependentes da
frequéncia e, dessa forma, serdo filtrados na saida, de sorte que, quanto menor a frequéncia
de corte do filtro de saida, melhor serd a rejei¢do de ruidos assincronos em relacdo a referéncia.
Entretanto, pode-se perceber que ruidos que porventura sejam sincronizados a modulacao ndo
serdo rejeitados. Para esse caso, o filtro passa-banda na entrada do sinal (inicialmente ignorado

nessa andlise) € a Unica fonte de atenuacao.

Uma possibilidade de implementacdo simples do amplificador lock-in € fazendo uso do
circuito integrado AD630 da Analog Devices. O circuito integrado em questao tem a estrutura
interna ilustrada na figura 4.3. Basicamente, o AD630 tem dois amplificadores diferenciais, um
comparador e um filtro passa baixas ativo. A configuracdo das ligacdes entre esses circuitos
permite que ele seja usado como amplificador lock-in, como mostrado na figura 4.3, bastando
para isso ligar o comparador ao sinal de referéncia, um dos amplificadores diferenciais com
a configuracdo de amplificador inversor e o outro como nado-inversor. A realimentacdo dos
amplificadores de entrada pode ser feita com o estdgio de saida. Nessa figura, ¢ montado a
configuracdo lock-in em um circuito de teste, onde o sinal de entrada A € atenuado em 100dB e
somado a uma fonte de ruido, simulando um sinal com uma relacdo desfavordvel de sinal-ruido.

Essas informacdes estao disponiveis em [15].
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Figura 4.3: Diagrama funcional do circuito integrado AD630

Na configuracdo mencionada, o sinal de referéncia controla a ligacdo de um ou outro am-
plificador diferencial ao integrador, efetuando o equivalente a multiplicar o sinal de entrada por
1 ou —1 de forma sincrona. Esse processo € similar ao que foi descrito anteriormente com
os blocos multiplicador, trigger, amplificadores e filtro de saida, exceto que dessa vez o sinal

modulante é uma onda quadrada.

Os modelos comerciais de amplificadores lock-in t€m varias funcionalidades para facilitar

a aquisicdo de dados. Geralmente equipados com um processador digital de sinais (ou DSP),
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podem enviar os sinais lidos para um computador ou ainda controlar o ganho e ajuste de fase
automaticamente. Os modelos SR810 e SR830 da Stanford Research System tém ajuste au-
tomatico de ganho, fase e offset, comunicacio externa GPIB e RS-232, sinal de entrada com
sensibilidade de 2nV a 1V (impedancia de entrada de 10MQ), ruido de entrada de 6nV / VHz,
filtro notch em 60 e 120Hz e capacidade de "dynamic reserve"méaxima de 60dB, ou seja, para
um sinal de amplitude 1uV, é possivel filtrar um ruido de amplitude 1mV sem que haja satura-
¢ao no integrador. O modelo SR810 tem um dnico canal de saida, diferente do SR830 (figura
4.4) que tem dois canais, permitindo mostrar a saida em fase e quadratura com a referéncia,
ou ainda em coordenada polar (amplitude e fase), ndo necessitando de ajustes na defasagem da

referéncia para obter maior sinal [16].

Figura 4.4: Amplificador /lock-in Stanford SR830

4.2 Deteccao Boxcar

A técnica boxcar (ou boxcar averaging) consiste em integrar o sinal durante um periodo
restrito de tempo (denominado gate de integracao) uma ou mais vezes. A vantagem desse mé-
todo em relacdo a deteccdo sincrona € a possibilidade de detectar um sinal com um tempo de
duracdo extremamente pequeno, bastando para tanto utilizar um gate de integracdo igualmente
pequeno, por exemplo, um caso comum de utiliza¢do dessa técnica é capturar excitagio gerada
por um laser com largura de pulso de 100ns e repeticio em 100ms. Com o gate desativado, a
entrada € ignorada, favorecendo a relagao sinal-ruido. Outra vantagem dessa técnica € a possibi-
lidade de controlar o tempo entre a exposi¢ao e a leitura, possibilitando fazer medidas resolvidas

no tempo, ou seja, analisar o comportamento da emissdo luminosa ao longo do tempo.

A figura 4.5 ilustra um sistema genérico de deteccao boxcar. O sistema contém 2 estagios:

buffer e integrador.

No primeiro estdgio, o sinal de entrada € isolado por um buffer. Em seguida, hd um amplifi-
cador integrador com a entrada interrompida por uma chave analdgica, a qual exerce o controle
do gate de integracdo, ou seja, quando a chave estd aberta o integrador mantém a tensao no
capacitor C constante, mas quando a chave € fechada, o amplificador carrega o capacitor C com
uma taxa proporcional a tensdo de entrada, seguindo a equacgdo (4.9). Quando a chave reset é

fechada, o capacitor C descarrega, zerando a saida do integrador, o que deve ocorrer ao inicio de
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Figura 4.5: Circuito integrador boxcar

cada nova medida. Durante o tempo que a chave gate fica ligada, a tensdo de entrada € integrada

no tempo e, portanto, a tensdo de saida é dada pela equacdo (4.9).

1 f2

Vo= "%c" A vi-dt 4.9)
Um circuito integrado ideal para essa implementacio € o ACF2101 fabricado pela empresa
Burr-Brown. O diagrama funcional desse circuito integrado estd na figura 4.6. O circuito inte-
grado contém dois canais possibilitando a operacao simultanea de dois sistemas de aquisi¢do.
Contém internamente capacitores de 100pF para armazenar o tensdo do integrador, e podem ser
associados ou substituidos por outros capacitores caso necessario. As caracteristicas desse cir-
cuito integrado como baixo ruido, levam-no a medir com precisdo correntes elétricas da ordem

de nanoamperes [17].
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Figura 4.6: Diagrama funcional do circuito integrado ACF2101

Existem sistemas comerciais com integradores boxcar e diversas configuracdes e ferramen-
tas, como o modelo SR200 da Stanford Research System, mostrado na figura 4.7, onde o usudrio

pode selecionar os diferentes parametros como a janela de amostragem e ganho dos amplifica-
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dores. Contudo, apesar da eletronica analdgica desses equipamentos se mostrarem de grande

valia, atualmente a maior parte do processamento desses sinais € feito em computadores [18].

:“,
Q
1%

shon

e

Figura 4.7: Sistema boxcar Stanford série SR200

4.3 Contador de fotons

O método de contagem de f6tons é, dentre os citados, o mais utilizado para leitura de tubos
fotomultiplicadores. Os fétons incidentes no fotocatodo dos tubos fotomultiplicadores liberam
elétrons que, depois de sucessivas emissdes secunddrias, sao multiplicados. Essa emissao se-
cunddria libera no tltimo estdgio cerca de 107 elétrons que viajam em um condutor conectado
a uma carga resistiva. O pulso de corrente gerado pelo sensor € estreito, sendo portanto um
sinal com componentes de alta frequéncia e necessita de aten¢do quanto a efeitos como reflexao
de sinal. Por esse motivo, utiliza-se resistores de 50 para reduzir a reflexdo de sinal, visto
que essa € a impedancia caracteristica dos cabos coaxiais comumente utilizados. Se os elétrons
compdem um pulso com 5ns de duracdo, observar-se-4 um pulso estreito de tensdo com cerca
de 16mV no resistor de carga [12][14].

Conhecendo as caracteristicas dos sinais de saida do tubo fotomultiplicador, o método de
contagem de fétons se propde a amplificar os pulsos rdpidos gerados e criar um sinal devida-
mente condicionado para que contadores digitais acumulem um valor proporcional ao de fétons
incidentes durante um certo periodo de tempo, valor esse proporcional a intensidade luminosa
incidente no sensor. O diagrama da figura 4.8 explica a ideia bésica por trds da contagem de
fotons. Inicialmente, o sinal vindo do tubo fotomultiplicador passa por um pré-amplificador
rapido, responsdvel por aumentar a amplitude do sinal sem alterar a largura dos pulsos. Um
segundo estagio de amplificacdo, geralmente com ganho ajustdvel, coloca os pulsos dentro de
uma faixa de tensao desejdvel, a fim de eliminar fontes de ruido, principalmente térmico, res-
ponsaveis pela formagdo da chamada "grama'no sinal. Apds as etapas de amplificacdo, o sinal
passa por um comparador digital. Em um ultimo estdgio, a saida do comparador alimenta um
amplificador de poténcia, responsdvel por garantir sinais em nivel 16gico sobre uma carga de
50€2, escolhida por motivos ja citados. Por fim, o sinal em nivel 16gico pode ser acumulado e

posteriormente contado com o auxilio de um contador digital.
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Figura 4.8: Diagrama de funcionamento de um contador de fétons

Esse método de contagem € mais eficiente que os demais para contagens pequenas, sendo
capaz de detectar a incidéncia de poucos fétons em um intervalo ilimitado de tempo, e também
valores elevados de contagem, como 107Hz, ficando limitado a velocidade de operacgdo dos

circuitos 16gicos digitais e a capacidade de discriminacao dos pulsos de entrada.

Em alguns casos, juntamente do circuito responsdvel pela contagem de f6tons, outros ar-
tificios podem ser utilizados para desempenhar algumas fungdes semelhantes as do integrador
boxcar. O controle de habilitacdo do contador pode ter o mesmo uso do sinal de gate de inte-

gracdo do boxcar.

Existem sistemas comerciais para contadores de fétons como o contador digital SR400 e
o amplificador rdpido SR445A, ambos da SRS. O contador tem dois canais de entrada e o
amplificador tem quatro canais independentes, mas podem ser associados para obter um ganho

maior [19].

SRS STANFORD RESEARCH SYSTEMS, INC. - MODEL SR445A - FOUR CHANNEL, DC to 350 MHz AMPLIFIER

0ojove000

1o
INE CHANNEL 3 CHANNEL 4

Figura 4.9: Amplificador de 350MHz modelo SR445A (acima) e contador digital comercial de
dois canais SR400 (abaixo) da Stanford Research Systems
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4.4 Comparacao

O sinal proveniente dos sensores, como ja visto, pode ter pulsos estreitos ou largos, com
alta ou baixa taxa de repeticdo. Dentre os fatores que levam a escolha da técnica de detecgao,
dois fatores fundamentais sdo a intensidade do sinal e a razdo entre o tempo de exposicao e o
tempo entre exposicoes consecutivas. Com base nesses fatores, as trés técnicas mostradas sdao
comumente utilizadas: detec¢do sincrona (lock-in), integrador com gate (ou boxcar averaging)
e contagem de fétons. A nota de aplicacdo [14] discute qual a melhor técnica para se utilizar e

quais fatores devem ser levados em conta para essa escolha.

A deteccdo sincrona ndo € indicada para sinais com tempo de exposi¢do muito assimétrico
e sinais com ruidos sincronizados com a modulacdo, pois nesses dois casos a rejeicao de ruido
¢ ineficiente. Para sinais muito baixos essa técnica também nao € tao eficiente pelas limitacdes

fisicas do integrador analdgico (tempos muito longos).

A diferenca de utilizacdo entre a deteccao sincrona e o boxcar ou integrador, estd na razao
entre o tempo de duragdo do sinal e o tempo de repeti¢do entre exposi¢des.A deteccio sincrona é
mais eficiente quando a razao entre o tempo de exposi¢do e o tempo entre exposi¢des € proxima
de 50%. Ja o boxcar € mais indicado quando o tempo de exposicao é pequeno comparado com
tempo entre exposicdes. Essa técnica executa uma operacdo de integracdo no sinal somente
durante o periodo de exposi¢do da amostra (denominado gate de integracio), ndo acumulando
ruidos até uma nova exposi¢ao. O gate de integracdo € ativado somente enquanto o sinal estd
presente, portanto, a integracdo ocorre durante pouco tempo (100ns no exemplo), enquanto o
periodo sem sinal € ignorado, melhorando a relacdo sinal ruido. Porém, assim como a detec¢ao
sincrona, essa € uma técnica ineficiente para pequenos sinais. O circuito integrador impde um

limite de tempo de integragao.

Ja a contagem de f6tons € um método digital que tem como principal vantagem a leitura
de sinais de baixa intensidade. O contador de fétons € capaz de gerar pulsos com tensdo de
nivel 16gico a partir de fétons incidentes no sensor, armazenando o nimero de pulsos em um
contador digital. Como o contador digital pode ficar ativo durante horas, o tempo de integragdo
€ superior as outras técnicas citadas, proporcionando leituras de sinais de baixissima intensi-
dade. Em diversos casos, o contador pode ser habilitado durante um periodo de gate como o
detector boxcar. Devido a natureza digital dessa técnica, existem limitacdes em varias etapas
do processo, como saturagdo do contador e velocidade limitada dos pulsos de clock. Utilizando
um contador digital integrado a um microcontrolador, ndo ha problema em atingir contagens

elevadas.
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Figura 4.10: Comparagdo entre os métodos relacionados

A figura 4.10 resume as vantagens das técnicas citadas, expondo a faixa de utilizagcdo de
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cada uma relacionando a razao entre o tempo de exposi¢do da amostra e o tempo entre exposi-

coes com a contagem de fétons (intensidade luminosa) a qual o sensor € exposto [14]. Dentre

essas técnicas de medida, a contagem de f6tons € preferida para espectroscopia de luminescén-

cia de baixo sinal (com uso de lampadas) e em espectroscopia Raman. O contador de f6tons

também ¢ preferido em dispositivos comerciais devido a sua larga faixa dinamica de operagao,

tornando mais simples a manipulagdo dos equipamentos.
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5 Eletronica desenvolvida

O controle e aquisicao de dados do fluorimetro necessita de dois mdédulos que foram proje-
tados e confeccionados (veja capitulo 3). Um mddulo para amplifica¢do rdpida de sinal do tubo

fotomultiplicador e outro para comunicagdo e controle do fluorimetro.

O circuito do amplificador rdpido recebe o sinal proveniente do tubo fotomultiplicador e o
amplifica para que seus pulsos possam ser contados em um contador digital TTL. O segundo
circuito possui os contadores para conectar-se ao amplificador rdpido, um microcontrolador PIC
modelo 18F4553 com suporte a USB responsavel pela comunica¢do com o computador, além
de fazer leitura de sinais analdgicos, controle dos monocromadores, controle de abertura dos

obturadores (shutters) internos a camara de amostras e leitura do sensor de referéncia.

Os préximos itens mostram as caracteristicas, projetos e execugdo desses dois circuitos,

aqui chamados: amplificador répido e circuito de comunicacao e controle.

5.1 Amplificador rapido

O sinal proveniente do tubo fotomultiplicador é composto de pulsos estreitos com ampli-
tude maxima da ordem de microvolts, e largura da ordem de poucos nanossegundos, conferindo
ao sinal componentes espectrais de alta frequéncia. O amplificador comercial SR445A da SRS
utilizado para amplificar tais sinais, por exemplo, possui uma banda de passagem de DC até
350MHz (veja capitulo 4.3). Outra op¢ao comercial é o amplificador modelo C5594 da fa-
bricante Hamamatsu, o qual possui frequéncia de operagdo entre S0kHz e 1,5GHz e ganho de
36dB [20].

O amplificador rapido fora projetado resultando no esquema elétrico mostrado na figura
5.1. Como o sinal amplificado contém componentes de alta frequéncia, muitos componentes
eletronicos sdo criticos em sua posi¢do de montagem, orientagdo, material de composicdo e
também diversos outros fatores, como por exemplo, o desenho das trilhas na placa, qualidade
dos cabos e conectores utilizados, blindagem elétrica, entre outros. Esse circuito € baseado no
uso de um amplificador de video UA733A de baixo custo. O uso desse tipo de amplificador é
comum para essa aplicacdo [21]. Existem no mercado amplificadores mais eficientes para essa

aplicacdo, porém com o custo muito elevado.
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O funcionamento do circuito pode ser explicado segmentando o esquema elétrico em 7

grupos com diferentes funcoes:

1. Entrada

Esse grupo contém os componentes responsaveis pelo casamento de impedancia do cir-
cuito amplificador com a impedancia caracteristica do cabo de entrada de sinal, evitando
reflexdo do sinal de alta frequéncia. Os componentes inseridos nesse estagio devem ser
criteriosamente escolhidos e testados e, por esse motivo, deixou-se previsto em projeto
conexdes para trés componentes genéricos dispostos em configuragdo A (delta) para que
fossem escolhidos posteriormente, durante a montagem. Como cada peca dos amplifica-
dores de video UA733C nao sdo idénticas, a impedancia de entrada dos amplificadores,
por exemplo, é diferente para cada peca, o suficiente para que dois circuitos montados
com componentes semelhantes nem sempre funcionem da mesma forma. Portanto, é
preciso que se escolha novos componentes eletronicos para cada placa montada. Esses
componentes sdo criticos ao funcionamento do circuito pois, caso ndo sejam escolhidos

adequadamente, podem atenuar o sinal de entrada em até 1000 vezes (ou -60dB).

2. Pré-amplificador

O pré-amplificador é composto basicamente pelo circuito integrado UA733C e seus com-
ponentes periféricos. Esse circuito integrado € um amplificador diferencial com ganho
ajustdvel utilizado em sinais de video, com banda de passagem de 200MHz e ganho de
até 400V/V (em configuracdes distintas). E comum seu uso em contadores de fétons
comerciais[21]. Esse circuito apresenta um compromisso entre a faixa de frequéncia de
operacdo e o ganho de tensdao, de modo que, quanto maior for o ganho, menor a banda
de passagem e vice-versa. O estdgio de entrada do amplificador possui um amplificador
diferencial com resistores internos para controle de ganho. Entre cada ramo desse estagio
amplificador diferencial existem dois resistores com acesso externo aos seus terminais
que sdo utilizados para selecionar o ganho. A saida do amplificador também ¢é diferen-
cial, porém, esse projeto so utiliza um pino de saida para levar ao filtro e comparador.
Esse circuito € responsavel por fornecer ao sinal um ganho de tensdo sem comprometer a
faixa de frequéncia de interesse, elevando a tensdo de entrada de alguns microvolts para

décimos de volts [22].

3. Filtro passa altas

O filtro passa altas € responsavel por remover a componente DC do sinal. Essa operagao
€ essencial, ja que o sinal segue para um comparador rapido LT1016, responsdvel por
discernir os pulsos de maior tensdo (sinal) do ruido de menor tensdo. Esse processo serd

explicado a frente.

4. Referéncia de tensao
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O circuito integrado ADR420 fora utilizado como gerador da tensdo de referéncia. Esse
circuito integrado se mostrou extremamente robusto quanto a interferéncia por ruidos
conduzidos no circuito de alimentacdo e variacdo de temperatura (variacdo na tensao de
saida < 0,1% em 100°C). A tensdo gerada pelo ADR420 ¢é levada entdo a um potenci-
ometro multivoltas de precisdo que ajusta uma tensao de limiar entregue ao comparador
rapido. Foram dispostos capacitores no circuito de referéncia para assegurar a estabili-
dade dessa tensdo. O circuito integrado ADR420 tem saida de 2,048V com precisdo de
0,05% com desvio tipico de 3ppm/°C. A regulacdo da linha € de 10ppm/V, ou seja, se a
entrada tiver uma variacdo de 1V, a saida var ter uma variagcao de 10uV e o ruido natural
de saida € tipicamente 1,75uV pico a pico [23]. A tensdo de referéncia é usada como

threshold para o comparador réapido.

. Comparador rapido (LT1016)

O comparador rapido efetua uma comparagao entre a tensao de limiar gerada no bloco de
referéncia de tensdo e o sinal amplificado e filtrado. Esse processo faz com que os pulsos
de alta tensdo sejam discriminados em relagdo aos de menor tensdo, processo essencial
a contagem de fétons (ver item 4.3), sobrevivendo a esse processo somente os pulsos de
tensdo maior que o limiar. Dessa forma, quanto menor a tensdo de limiar, maior a quan-
tidade de pulsos na saida do comparador, entretanto, maior também serd a presenca de
ruido, desfavorecendo a relagado sinal ruido. Os pulsos gerados pelo comparador LT1016
tém tensdo entre 0 e 3,5V tipicamente, tensdo suficiente para o correto funcionamento do
transistor de saida e sdo também de maior largura que os pulsos de entrada, tornando-os
legiveis aos contadores digitais que geralmente t€m a frequéncia méxima de entrada li-
mitada na faixa de alguns MHz. Um uso comum desse comparador € para osciladores de
alta frequéncia, na faixa de 10 a 25MHz e foi especialmente desenhado para aplicagcdes

em circuitos digitais.

. Saida TTL

Os pulsos gerados no comparador precisam ser entregues ao circuito contador em nivel
TTL (amplitude de 5V). Como o circuito contador geralmente € externo ao amplificador,
um cabo serd usado para transmitir o sinal, criando novamente uma preocupag¢iao com a
reflexdo do sinal de alta frequéncia. Para evitar a reflexdo, uma carga com a impedancia
caracteristica do cabo (50€2 no caso) deve ser inserida ao fim do cabo. Porém, a inser-
¢do dessa carga requer o aumento significativo da poténcia do circuito, que agora deve
fornecer pulsos de 5V em uma carga de 50€2, ou seja, uma poténcia de pico de S00mW.
Para fornecer essa poténcia a essa carga, o estdgio de saida possui um transistor de potén-
cia 2N2222 configurado em modo coletor comum, configuracao essa que ndo prejudica a

resposta em frequéncia do amplificador.

. Circuito digital

Para aplicacdes mais simples, onde s6 se deseja medir a intensidade do sinal gerado pelo
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tubo fotomultiplicador, por exemplo, pode-se utilizar esse circuito digital. Dotado de
um microcontrolador PIC modelo 18F2553, possui um mdédulo de contador em hardware
com entrada limitada em 50MHz. Esse circuito digital pode ser usado alternativamente
a saida em pulsos para outros sistemas, executando a funcdo de contador e eventuais
processamentos internos, comunicando com um computador por USB, por exemplo, ou
comunicacdo serial, etc. Essa parte do circuito pode executar algumas funcdes simples,

como comunicacao com outro dispositivo.

8. Alimentacao

Para os circuitos analdgicos € necessdria uma alimentacdo simétrica de 5V e, devido
a alta frequéncia dos sinais, o consumo interno de corrente do comparador LT1016 e
do amplificador UA733C sdo razoavelmente altos (da ordem de centenas de mW). O
estagio de saida tem maior poténcia (cerca de 1W). O circuito digital ndo tem exigéncias
preocupantes de alimentagcdo. Tendo em vista essas necessidades, a alimentagdo € feita
por uma fonte externa com capacidade suficiente de poténcia e, principalmente, baixa

indutincia de saida devido as altas frequéncias.

Para a constru¢do do amplificador, elaborou-se o desenho da placa de circuito impresso (ou
layout). O desenho fora produzido com o auxilio do software NI Ultiboard 11.0 da empresa Na-
tional Instruments. Juntamente com o esquema elétrico, o desenho da placa teve uma evolugao
ao longo do tempo, devido ao fato de, em altas frequéncias, alguns fatores como comprimento
das trilhas, posicionamento relativo das trilhas e componentes, capacitancias parasitas, dentre
outros, afetarem o funcionamento do circuito. A versdo final da placa de circuito impresso €

mostrada na figura 5.2.
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Figura 5.2: Placa de circuito impresso do amplificador rapido

Ao todo, foram desenhadas nove placas diferentes, obtendo-se resultados satisfatorios (ga-
nho de tensao, relacdo sinal-ruido e banda de passagem semelhantes a um circuito comercial) e
reprodutivos a partir da sexta tentativa. Os desenhos das placas estdo dispostos no anexo digital

que acompanha esse trabalho, sendo possivel ver a evolucdo do projeto. Todas as versdes do
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layout utilizam uma tnica face de cobre (ou layer) da placa de circuito impresso. Isso se jus-
tifica pela maior facilidade de confeccio de placas para protétipo, utilizando técnicas manuais
durante o desenvolvimento e também para evitar interferéncias de alta frequéncia e imprevisi-

bilidades causadas pelo uso de vias, por exemplo.

Depois de confeccionar e testar diversos protétipos, produziram-se exemplares da peca in-
dustrialmente e uma caixa de aluminio usinada para garantir uma melhor blindagem eletromag-
nética do circuito. O resultado final estd na figura 5.3. Depois de montado, o amplificador foi
conectado a fonte de alimentacdo externa, ao tubo fotomultiplicador e a segunda placa confec-

cionada, a placa de comunicagdo e controle.

Figura 5.3: Montagem final do amplificador
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5.2 Placa de comunicacao e controle

O segundo médulo tem como func¢do fazer a comunicagdo entre o fluorimetro e um com-
putador e controlar o fluorimetro. Esse circuito possui um microcontrolador PIC 18F4553 que
integra varios elementos do sistema, pois se comunica com o computador através da porta USB,
faz uso de um conversor AD para ler dados de um amplificador lock-in externo e utiliza pinos
de entrada/saida para ler os contadores digitais do contador de fétons, ler os sensores de fim
de curso dos monocromadores, controlar a posi¢ao dos shutters da cAmara de amostra e enviar

comandos para movimentar os monocromadores. O esquema elétrico concebido do projeto esta

na figura 5.4.
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Figura 5.4: Esquema elétrico da placa de comunicagdo e controle

Nessa placa foram utilizados trés circuitos integrados 74HC590, que sdo contadores bind-
rios de 8 bits que tém saida com tri-state e entrada com schmidt trigger. Todos os contadores
tém os pinos de controle (zerar contagem, ativar saida e habilitar contagem) conectados ao mi-
crocontrolador. O primeiro contador (U4) recebe o sinal do amplificador rdpido como fonte de
clock (CCK) e tem o sinal de carry (RCO) ligado a fonte de clock (CCK) do segundo contador
(U5). Por sua vez, esse tem o carry ligado ao terceiro contador, e nesse por fim, conectou-se o
carry na entrada do médulo de contador/timer do microcontrolador. Dessa forma, os contadores

da placa fornecem 24 bits de dados ao microcontrolador, que, juntamente com o mddulo de con-
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tador interno, compde um contador de 32 bits ao todo (contagem méaxima de aproximadamente
4,29-10° pulsos).

O circuito possui também um buffer digital, o 74HC244. Sua funcdo € proteger o micro-
controlador e conectd-lo ao circuito de controle interno aos monocromadores (veja capitulo 3).
Os diodos ligados ao conector J4 fazem o papel de porta I6gica “OU” entre os sensores de fim
de curso dos monocromadores, detectando assim se algum sensor fora acionado. Além do co-
nector que leva os sinais aos monocromadores (J4), existem outros conectores responsaveis por:
leitura do amplificador lock-in externo através do canal AD (J5), conexao USB com o compu-
tador (J3), alguns conectores para controlar fechamento dos shuttters (J6, J8 e J9) e leitura do

sensor de referéncia (J7).

O sensor de referéncia € um foto-detector de silicio, ligado a um conversor tensao-frequéncia.
Portanto, para fazer a leitura do sinal de referéncia, um médulo de contador/timer do microcon-
trolador € utilizado como frequencimetro (mais detalhes da montagem no capitulo 3). O conta-
dor tem um registrador de 16 bits para armazenar o valor da contagem. Porém, administrando
o estouro do contador em uma interrup¢do de software, consegue-se armazenar mais 16 bits
somando 32 bits ao todo, assim como a leitura do contador de f6tons. A frequéncia maxima
permitida por esse modulo de contador é de 50MHz, limite esse imposto pelo tempo minimo
de subida e descida de borda do sinal de entrada (10+10ns). A frequéncia de operacdo do mi-
crocontrolador é de 48MHz, gerada por um circuito interno de PLL (phase locked loop) que
usa como referéncia um cristal oscilador de 4MHz, mas esse mddulo de contador especifico é

assincrono e, portanto, ndo sofre interferéncia do clock interno.

O desenho da placa de circuito impresso, foi feito utilizando o software NI Ultiboard 11.0
da National Instruments. Uma imagem da placa de circuito impresso estd na figura 5.5. O
desenho utilizou duas faces de cobre (layers), ja que os circuitos digitais t€m muitas conexoes
entre si, dificultando o processo de roteamento das trilhas em uma face simples. A figura mostra

a esquerda a face inferior e a direita a face superior da placa.

Depois de ter montado e testado protétipos, produziram-se exemplares da placa com quali-
dade industrial, assim como o amplificador rdpido. Essas placas tém furos metalizados, trilhas
estanhadas, mascara de solda e legendas em tinta branca. Diferentemente do circuito de amplifi-
cador rapido, essa placa ndo tem pontos criticos no seu desenho. Essas caracteristicas conferem
a placa, além de um melhor acabamento, mais facilidade para soldar e menor indice de erro de
montagem, principalmente devido ao furo metalizado. A figura 5.6 mostra a montagem final da
placa integrada ao fluorimetro. A placa montada € integrada a uma caixa metélica que contém,
além dessa placa, circuitos de filtro para a alimentacdo, uma chapa perfurada ao fundo com
conectores e cabos para ligar os circuitos a uma fonte de alimentag@o externa, ao fluorimetro e

ao computador e uma fonte de alta tensdo para alimentacdo do tubo fotomultiplicador.

Essa fonte de alta tensdo é um modulo produzido pela HiTek Power montada em uma placa

simples produzida no laboratério. O médulo é do modelo GMA12-1KNSE, um conversor DC-
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Figura 5.6: Montagem final da placa de comunicacdo e controle

DC que gera uma tensao negativa de saida de 1kV @ 1,5W proporcional a uma entrada de 12V.
Existem modelos com saida negativa ou positiva. Como o ganho dos tubos fotomultiplicadores
¢ alto, uma variac@o de 0,1% na tensdo de alimentacdo causa uma variagdo de até 1% no sinal

gerado e, portanto, a fonte de alta tensao deve ser estdvel.

Os dois circuitos projetados t€ém um desempenho comparavel aos produtos comerciais equi-
valentes. Os testes do equipamento revelaram uma alta sensibilidade, alta linearidade e boa

relacdo sinal-ruidos (como serd mostrado no capitulo 7.
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6 Softwares desenvolvidos

Visando a obtencdo de um espectro luminoso produzido pelo fluorimetro, dois softwares
foram desenvolvidos: o primeiro embarcado no microcontrolador do circuito de comunicacao e

controle; um segundo executado no computador para manipulacdo de dados e interface humana.

Os dois softwares comunicam entre si utilizando protocolo USB, mais especificamente a
classe HID (Human Interface Device), se valendo para tanto de uma estrutura de pacotes idea-
lizada e construida, responsdvel pelo trafego de dados entre computador e o microcontrolador,

dentro das limitagdes da classe HID.

A comunicacdo USB (ou Universal Serial Bus) € uma arquitetura que permite com que
um computador pessoal ou dispositivo semelhante se conecte com uma grande variedade de
dispositivo utilizando somente quatro fios [24]. A comunicacdo € feita serialmente através de
dois fios de dados denominados D+ e D— (os dois restantes sdo uma alimentacio de 5V), que
compdem um sinal complementar, ou seja, os bits com nivel 16gico alto em D+ tém simultane-
amente nivel 16gico baixo em D— e vice versa. Em algumas circunstancias, os sinais D+ e D—
apresentam o mesmo valor para sinalizar, por exemplo, o fim de uma transicao. Essa sinalizacdo

¢ comumente chamada de handshake e é necessdrio ao funcionamento do protocolo.

Sinais complementares sdo reconhecidamente mais eficientes no tocante a imunidade a rui-
dos e robustez na integridade do sinal, como € o caso de outros tipos de comunicacdo serial
como RS-485, permitindo sua alta velocidade de comunicagao ou uso em ambientes hostis. A
leitura dos sinais complementares sdo imunes a ruidos de modo comum, ou seja, interferéncias
iguais presentes nos dois sinais. Isso porque a leitura de dados € obtida pela diferenga dos si-
nais, e qualquer ruido comum ao par de dados se cancela naturalmente. Gragas a esse fato, os
cabos sdo enrolados de modo a aumentar a indutancia mitua entre sinais complementares, para

que qualquer ruido indesejado em um condutor seja induzido também no seu par.

Quando se opta por utilizar a comunicacdo USB, é preciso escolher uma classe. Existem
diversas classes nativas no protocolo USB, criadas para diversos fins, como transferéncia de
arquivos e execucdo de musicas e cada classe tem suas vantagens e desvantagens. A classe
preferida para transferéncia de arquivos (ou mass storage) fora arquitetada para transferir um
alto volume de dados preservando sua integridade e o mais rapidamente possivel. J4 uma classe
para execucao de musicas deve prezar pela métrica, os pacotes devem ser enviados numa taxa

constante para nao haver distor¢cdes sonoras. A dita classe HID, comumente utilizada para
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comunicagdo com periféricos para interface humana como teclados e mouses, combina a inte-
gridade de pacotes com o controle do timing de envio dos pacotes. Dessa forma, essa classe ndo
€ muito eficiente para envio de grande quantidade de dados, mas sempre que se desejar executar
um comando imediato, ela o fard. Essa caracteristica é especialmente ttil para tarefas simples
e objetivas como comandos para movimentacdo de motores ou para habilitar a leitura de um

SENSOor.

A classe HID € limitada em 64 bytes por pacote e 1 pacote por milissegundo, o que nio
confere a ela uma velocidade muito alta de transmissao de dados (64kB/s), porém, percebeu-se
durante o processo de desenvolvimento que esse fator ndo € limitante na aplicagdo em ques-
tdo. Também pdde-se perceber durante o desenvolvimento que ndo houve pacotes perdidos,
salvo em condicdes andmalas causadas por eventuais erros de programagdo. Por fim, vale a
pena salientar que fez-se uso de bibliotecas de comunicacdo USB fornecidas com o compila-
dor PCWHD Compiler, da CCS Inc [25], que oferece, juntamente do hardware, uma solugao
robusta de transmissdo de dados, o que levou a menor exigéncia de mecanismos de seguranca
no protocolo implementado (como uso de redundancias e verificacdo de integridade). Por parte
do computador, o pacote JEDI Visual Component Library faz a comunicagdo através de um
componente especifico chamado JvHIDController, que faz o controle das rotinas de baixo nivel

da comunicagdao USB.

6.1 Software embarcado

O chamado software embarcado constitui um conjunto de rotinas e procedimentos progra-
mados na linguagem C com o auxilio do editor e compilador PCWHD Compiler, gravado e
executado em um microcontrolador PIC18F4553 da fabricante Microchip. Sua fun¢do bésica é

controlar os dispositivos fisicos do equipamento e comunicar-se com o computador.

No protocolo de comunicacdo desenvolvido, descrito detalhadamente no apéndice A, o
microcontrolador fica sempre aguardando instru¢des do computador para executar as tarefas
programadas. O microcontrolador desempenha as funcdes de controle dos motores de passo dos
monocromadores, controle dos obturadores (shutters) internos a camara de amostras e aquisi¢ao
de dados dos contadores digitais (contador de fétons) e conversor A/D (amplificador lock-in).
Para desempenhar essas funcdes, o software fica monitorando o recebimento de pacotes por
USB e, ao receber um pacote, interpreta as fungdes que deve executar € os argumentos para
cada fungdo, como por exemplo, se o programa receber comando para mover algum motor
dos monocromadores, fard uso também dos valores enviados para sentido de movimentacao e
nimero de passos. Escolheu-se ndo dotar o microcontrolador de muitas capacidades autdonomas,

deixando esse dependente (ou escravo) dos comandos enviados do computador.

Sua funcao principal void main(void) é responsavel por:

e Definir as varidveis locais dessa func¢ao;
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e Ajustar as configuracdes de hardware com defini¢cdes dos pinos de entrada e saida, con-

versor analdgico e estado de algumas saidas;
e Inicializar as fun¢des de comunicacdo USB;

e Gerar um laco infinito para receber comandos do computador, interpreta-los e chamar as

fungdes pertinentes para desempenhar as acdes requeridas pelos comandos.

Dentro do lago infinito mencionado, a cada pacote de dados recebido, o microcontrolador
quebra o pacote em vdrias partes, salvando cada parte em uma varidvel diferente. A partir
dai, o comando enviado pelo computador fora traduzido para nomes mais intuitivos e pode ser
decifrado com o uso de estruturas l6gicas. Por exemplo, o trecho “if{leitura_adc) adquire(2);”
interpreta o conteddo do pacote salvo na varidvel leitura_adc, e usa seu valor como critério para
chamar a funcdo adquire() com o nimero 2 como argumento, executando assim a leitura do
conversor AD (opc¢ao de medida nimero 2). Caso o argumento fosse /, a leitura seria efetuada

no contador de fétons (opcdo de medida nimero 1).

A fungdo principal (ou main), faz o gerenciamento das atividades desempenhadas pelo

microcontrolador. Existem além dela outras fun¢des menores cujas fungdes sao:

e Gerar sinais para movimenta¢do dos monocromadores;

Os monocromadores possuem internamente um motor de passo, responsavel pela mo-
vimentagdo do seu sistema mecanico, além de um circuito de driver para o motor, que
solicita um comando de clock e outro de dire¢do, para assim avangar ou regredir a rotagao

do motor. Essa funcdo gera esses sinais de clock e diregdo.

e Fazer a aquisi¢cdo de dados de diferentes sensores.

O software faz a leitura de sensores com resposta em frequéncia (contador de fétons e
sensor de referéncia) e com sinal analdgico (amplificador lock-in externo). Essa fun-
¢do recebe como argumento qual dos dois tipos de aquisi¢ao deve executar. No caso da
aquisicao de um sinal analégico, a rotina faz a leitura do conversor analdgico interno
do microcontrolador. Caso contrario, o microcontrolador chama outra fun¢ao que faz o

gerenciamento dos contadores e depois 1€ o valor de contagem acumulado.

e Gerenciar o funcionamento dos contadores (contador de fotons);

Os contadores requerem alguns sinais elétricos e instrugdes para seu gerenciamento. Os
contadores digitais sdo inicialmente zerados, depois habilita-se os contadores durante o
tempo de integracdo, desabilita-se a contagem e por fim se transfere o valor acumulado
nos contadores. O microcontrolador possui contadores internos, e esses contadores tam-

bém sdo utilizados, estendendo o valor madximo de contagem para 32 bits.

e Criar tempo de espera em software (delay);
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Essa funcdo é chamada para criar os tempos de gafe ou integracdo para o contador de

fétons.

A cada tarefa realizada, o microcontrolador retorna ao computador um pacote de resposta.
Essa resposta, além de certificar o perfeito funcionamento do equipamento, carrega informacoes
sobre a condicdo em que se encontram 0os monocromadores, jd que esses possuem, por exemplo,

sensores de fim de curso, além das informacdes requeridas, como a leitura de sinal.

6.2 Software (PC)

O chamado software (PC) € um programa executavel para plataforma Windows, compi-
lado em linguagem Delphi com auxilio do software Borland Delphi 7 [26] e diversos pacotes,
destacando o pacote de cddigo livre intitulado JEDI Visual Component Library [27] e o pacote
SDL (Software Development Lohninger) [28] produzido pela empresa Lohninger. O uso desse
ambiente de programacdo propicia interface grafica com o usudrio e diversos recursos listados
nesse topico. O presente software fora instalado em um computador com arquitetura IBM PC e
sistema operacional Windows XP, com um monitor, mouse e teclado, conectado através de uma
porta USB ao microcontrolador, integrando juntamente com o fluorimetro e circuitos construi-
dos, uma estacdo de trabalho para operar o equipamento. A interface visual do software fora
desenhada de modo similar aos softwares comerciais existentes, de modo a facilitar sua opera-
¢ao para usudrios com experiéncia anterior e oferecer as ferramentas sabidamente necessarias.
Apesar de programado em uma linguagem robusta e para uma plataforma popular, o software
ndo foi confeccionado visando uma elevada compatibilidade de sistemas operacionais. Con-
tudo, uma vez configurado corretamente, testou-se o software em duas distribui¢des diferentes

do Windows para trés diferentes computadores, apresentando funcionamento adequado.

O Delphi ¢ uma linguagem orientada a objetos, mais especificamente, o compilador contém
um ambiente gréfico integrado a um cédigo fonte escrito em object pascal. Isso faz com que
a compreensao do cédigo fonte necessite dos elementos graficos. O cddigo fonte da aplicagao
estd disposto no anexo digital que acompanha esse trabalho. A interface com o usudrio deve
prover todos os recursos necessarios para manipulacdo automadtica do fluorimetro, bem como
ferramentas para andlise e tratamento dos dados obtidos nos experimentos. A seguir serdo

exibidas e comentadas as principais ferramentas e fun¢des do software.

A figura 6.1 mostra a tela inicial do aplicativo. O layout da janela tem uma barra de menu
a esquerda com vérias abas. Sao elas:

e Conexao

e Configuracdes

e Posicionar
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Figura 6.1: Tela inicial (status do dispositivo)

e Espectro emissao
e Espectro excitacao

e Esp. emissdo no tempo

A tela inicial tem selecionado a aba conexdo. A funcdo dessa aba € mostrar o status de
conexdo do dispositivo USB no computador. Na tela disposta na por¢do direita da janela, sdo
posicionados quaisquer elementos necessarios a aba selecionada, como janelas de gréficos, por
exemplo. Na posi¢do atual hd somente o logo do Laboratério de Lasers e Aplicagdes e um fundo
preto. O esquema de cores foi escolhido a fim de exercer uma perturbacdo minima aos equipa-
mentos do laboratdrio, por isso o fundo preto (menor emissiao luminosa no ambiente). Uma vez
conectado o dispositivo USB, o campo “Status de conexdo:” exibe a mensagem ‘“Dispositivo

conectado.” e passa automaticamente para a préxima aba (configuragdes).

A figura 6.2 contém a proxima aba, “Configuracdes”. Com essa aba selecionada, sdo exi-
bidos diferentes campos para configuragdo do equipamento. O campo “Modo de aquisi¢ao”
diz respeito a como os dados serdo captados. O fluorimetro possui dois monocromadores de
deteccao que sdo intercambidveis na montagem experimental (ver capitulo 3). Um deles possui
grades de difracdo adequadas para observagao de espectros de luz visivel, o outro para a regidao
de infra-vermelho préximo. A primeira op¢ao de configuracio deve ser qual dos dois monocro-
madores esté atracado ao fluorimetro (luz visivel ou infra-vermelho). A segunda configuracdo
“Fonte de dados” indica qual deve ser a técnica de aquisicdo ativa: contagem de fétons ou con-
versor AD (ligado a um amplificador lock-in externo). Se o monocromador de deteccao possuir

uma célula fotomultiplicadora, o contador de fétons é mais adequado, mas para foto-detectores
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(Si, Ge, InGaAs), o ideal é que se use um amplificador lock-in externo, e portanto, faz-se ne-
cessario o uso do conversor AD. O préximo campo € a posicao atual dos monocromadores de
excitacdo e deteccdo. Os monocromadores sdo dotados de relégios mecanicos informando a
posicdo em nanometros com resolucdo de 0,Inm. O valor da posi¢do atual deve ser informado
a cada vez que o software € inicializado, caso contrdrio, todas as abas ficam bloqueadas. O
usudrio s6 pode iniciar o uso do programa depois de inserir um valor vdlido nos campos de
texto e pressionar o botdo OK abaixo. Vale ressaltar que todos os campos de texto utilizados
aceitam somente entradas de texto pertinentes. Dessa forma, os campos para ndmeros inteiros
sO aceitam numeros, de nimeros fracionarios s aceitam numeros € o divisor decimal, e assim

por diante.
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Figura 6.2: Aba de configuragdes

A préxima aba do software, chamada “Posicionamento”, contém as informacdes mostradas
na figura 6.3. Na janela foram dispostas caixas de texto para ajustar a posi¢cdo dos monocro-
madores, enquanto o valor lido no sensor de detec¢ao e também no sensor de referéncia (veja
capitulo 5) sdo exibidos na tela a cada 500ms. Essa ferramenta permite a leitura dos sensores em
tempo real e, dessa forma, proporciona ao operador um diagndstico de funcionamento de todo o
sistema, além de um auxilio para posicionar amostras no fluorimetro. Na montagem experimen-
tal, a amostra deve estar bem posicionada, no foco da luz incidente para obter maior sinal no
sensor. Desse modo, o usudrio pode ajustar o melhor posicionamento da amostra, procurando

por um valor de maximo na leitura dos sensores.

Depois de ter o fluorimetro configurado, o software oferece trés opcdes de modos de ope-
racdo: espectro de emissdo, espectro de excitacdo e intensidade de emissao no tempo. Os trés

modos tém aparéncia semelhante, com as configuracdes necessdrias a esquerda e a janela gra-
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Figura 6.3: Aba de posicionamento

fica a direita. A figura 6.4 mostra o primeiro modo de operacao, o espectro de emissdao. Nessa
modalidade, o monocromador de excitacdo permanece em uma posi¢do fixa determinada e o
monocromador de deteccdo faz uma varredura. Dessa forma, o espectro obtido mostra a de-
composicdo da luz emitida pela amostra quando excitada pelo comprimento de onda fixado no
monocromador de excitacdo. Nesse modo, os grificos gerados sdo também chamados de es-
pectro de luminescéncia (ver figura 6.4). Por exemplo, uma excitacdo com uma faixa estreita
de luz ultra-violeta pode fazer com que a amostra emita diferentes cores dos espectro visivel,
gerando uma ‘“‘assinatura” caracteristica dos elementos componentes da amostra, pois sistema
atdmico absorve energia da luz incidente, transitando para um nivel de maior energia e, quando
retorna ao nivel mais estdvel, emite fétons em um comprimento de onde caracteristico dessa
transicdo, o que leva a formacgdo de picos no grafico nos comprimentos de onda caracteristicos
das transi¢des eletronicas dos elementos constituintes da amostra. O software oferece a opgao
de “usar correcao”. Esse € um artificio, no qual o valor obtido pela leitura do sensor posicionado
no monocromador de deteccdo € dividido pela leitura do sensor de referéncia posicionado antes
da amostra, eliminando erros causados por eventuais variagdes na intensidade de luz incidente

ao longo do tempo (variagcdes na poténcia da lampada).

O espectro mostrado na area gréfica da figura 6.4 foi obtido de uma amostra de dgua tonica
excitada em 350nm. A 4gua tOnica exibe fluorescéncia devido a presenca de quinina em sua
composi¢cdo, a mesma substancia estudada por Stokes (ver capitulo 1). Pode-se perceber pelo
espectro que visivelmente a luz emitida pela amostra tem a coloracdo azulada (pico préximo de

440nm), mesmo sendo iluminada na regido do ultravioleta, como percebido por Stokes.

As opg¢des para os modos de espectro de emissdo e excitacdo sdo muito semelhantes, sdo
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Figura 6.4: Aba de espectro de emissao

elas: a posicdo e faixa de varredura dos monocromadores de excitacdo e detec¢do, o passo entre
cada amostragem da varredura, o tempo de gate (ou nimero de médias caso de usar o conversor
AD), a opcao de limpar a drea do grafico para a nova medida e aplicar correc¢do, além do botao
“Start” que inicia o processo de medida. Para normalizar dados com diferentes tempos de gate,
o valor obtido ¢é dividido pelo tempo de exposi¢do (ou nimero de médias), havendo alteracdo

somente na relacao sinal ruido da leitura.

O segundo modo de operagdo gera espectros de excitacdo. A aba “Espectro de excitagcdo”
mostrada na figura 6.5 desenha esse tipo de espectro. De modo similar a aba do espectro de
emissao, o usudrio deve indicar a posi¢do do monocromador de detec¢do que permanecera estd-
tico e a faixa de varredura do monocromador de excitacdo. Com o monocromador de detec¢ao
parado, o sensor permanece “observando” uma determinada transicao eletronica, varrendo a
excitacdo para encontrar qual o melhor comprimento de onda para excitar essa transicao especi-
fica. A correc¢do pelo sensor de referéncia imprescindivel nesse caso, ja que a intensidade de luz
incidente na amostra dependera ndo s6 da variacdo de poténcia luminosa da lampada no tempo,
mas também do préprio espectro emitido pela lampada de xendnio. O espectro exibido na fi-
gura 6.5 pertence 2 mesma amostra de dgua tonica da figura 6.4 e € observado em 590nm, onde
a amostra ja apresenta pouca sensibilidade. A figura nos leva a conclusdo de que a transicao

eletrOnica que gera a emissao em 590nm, tem maior intensidade com um bombeio em 360nm.

A ultima aba do programa tem a fun¢do de medir a intensidade de emissao para um determi-
nado comprimento de onda no tempo. A figura 6.6 mostra a aba em questao ativa. O fluorimetro
possui internamente alguns dispositivos chamados shutters que sao controlados eletricamente

e bloqueiam ou permitem a passagem de luz dentro da camara de amostras. A principal fun-
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Figura 6.5: Aba de espectro de excitacao

cdo desses shuters é de proteger o operador, a amostra e/ou o sensor de exposicdo luminosa
excessiva. Algumas amostras possuem a propriedade de fosforescéncia, um caso particular de
fotoluminescéncia, podendo emitir um sinal luminoso por um tempo prolongado (consegue-
se medir horas de emissdo luminosa). Assumindo o controle dos shutters, pode-se controlar
o tempo de excitacdo de uma amostra e posteriormente medir a luminescéncia da amostra ao
longo do tempo. A amostra utilizada para obter o grafico exibido na figura 6.6 é o fosforo
dopado com eurépio MgAl,O4:Eu que exibe o fendmeno de fosforescéncia, emitindo luz por

minutos.

As opcdes de configuragdo sdo as posicdes dos monocromadores para excitacdo e posterior
deteccao, o tempo entre amostragem (taxa de amostragem), a duragdo de cada amostragem e o
numero de medidas. Hé ainda, além do botdo de “Start”, um novo botao de exposi¢do. Uma vez
determinado o nimero de medidas e o tempo entre medidas, o programa calcula quanto tempo
levard para construir todo o gréfico. Depois de acionar o botdo de exposi¢do, o programa envia
um comando por USB para abrir o shutter de excitagdo e dispara um crondmetro (exibindo
a contagem no proprio botdo). Quando o operador achar por bem comecar a aquisi¢do, deve
acionar o botdo de start. A partir de entdo, o shutter de excitacdo € fechado, cessando o processo

de excitacdo da amostra, e o shutter de detec¢do € aberto, iniciando o processo de medida.

O gréfico para esse tipo de medida tem configuracio monolog, ou seja, tem o eixo das
abscissas em escala linear e o eixo das ordenadas em escala logaritmica, para melhor visualizar

o comportamento de decaimento ao longo do tempo.

O software foi dotado de ferramentas para manipulagcdo das janelas de gréfico, gerencia-
mento de arquivos e tratamento matematico das curvas obtidas. Na porc¢ao direita das figuras
6.4, 6.5 e 6.6, estdo dispostos a drea de plotagem dos graficos, uma barra de op¢des de grafico

e caixas de texto com informagdes das medidas. Durante o processo de aquisi¢cao de dados,
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Figura 6.6: Aba de espectro de emissao no tempo

diversos botdes e acdes do programa sdao bloqueados para nao interferir no processo acidental-
mente e tornam-se visiveis um botdo para abortar o processo, o valor da coordenada do dltimo
ponto desenhado e uma caixa de texto com a posi¢cao de uma régua que acompanha o mouse
quando esse circula sobre o grafico. O grafico € parte da biblioteca de componentes SDL que
contém diversas ferramentas para softwares cientificos. A barra de op¢des do grafico contém
os botdes “limpar”, “abrir”, “zoom mouse”, ‘“zoom janela”, “zoom all”, “deslocar” e “mostrar
todos” além da opcao de “auto scale”. “Limpar” apaga o grafico e os registros dos dados ati-
vos; “abrir” abre uma janela de didlogo e depois insere dados salvos anteriormente em arquivo;
“zoom mouse”, “zoom janela” e “zoom all” sdo op¢des dindmicas de zoom; “deslocar’” arrasta
os dados na janela; “mostrar todos” desenha todos os pontos de dados ativos e “auto scale”
efetua um zoom automético a cada ponto desenhado no grafico (pode reduzir performance do
programa). A cada nova varredura feita, os dados s@o plotados em uma cor diferente, os dados
coletados sdo armazenados e um titulo € adicionado no indice de dados ativos (caixa posicio-
nada abaixo do botdo “Start”, no canto esquerdo inferior da janela). O titulo tem a mesma cor
do tragado do grafico equivalente e exibe as configuracdes do equipamento para aquela curva.
Quando o usudrio clica com o mouse em um dos elementos do indice, o tracado correspondente
€ mostrado isoladamente no grafico e um menu popup surge na tela com as opcdes de salvar
dados, exportar dados e aplicar B-spline. A opcao salvar difere da opc¢ao de exportar dados,
pois a primeira, juntamente com os dados numéricos, também salva um cabecalho com dados
do equipamento na ocasido da medida. A funcdo de aplicar B-spline cria uma curva to tipo
spline amortecida interpolando a curva selecionada sendo um artificio para suavizar os dados
obtidos. Nesse processo de interpolacdo, o software calcula uma curva com 400 vezes o nu-

mero de pontos da original, usando um algoritmo de amortecimento, ou seja, a nova curva nao
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precisa necessariamente conter os pontos da anterior no seu tragado, somente uma tendéncia
a encontrar esses pontos, assim como € mostrado na figura 6.7. Outros tipos de filtros e sua-
vizacdes foram testados, tendo esse o melhor resultado. O programa utiliza diversos fatores e
dados estatisticos para calcular a suavizacao ideal para a curva, contudo, nem sempre o valor
calculado se mostrou satisfatorio. Portanto, é disponibilizada uma escala para que o usudrio
ajuste manualmente o melhor fator de amortecimento para a curva, evitando assim filtrar dados
importantes e/ou criar valores falsos. Nas curvas obtidas para os diversos espectros de emissao,
por vezes o sinal € excessivamente ruidoso, necessitando de uma filtragem para isolar somente
os picos de emissdo. A interpolacdo spline amortecida mostrou ser eficiente nessa filtragem,

suavizando os ruidos sem descaracterizar os picos de emissao.
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Figura 6.7: Suavizacdo da curva utilizando spline amortecida

O software implementado funcionou em comunhdo com o hardware e foi severamente tes-
tado se mostrando amigédvel e de facil utilizagdo. As imperfeicdes que surgiram com O uso
foram corrigidas tornando-se cada vez menos frequentes. O software executdvel, bem como

seu codigo fonte, estdo anexos no material digital que acompanha esse trabalho.
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7  Resultados e medidas

Para atestar o perfeito funcionamento do fluorimetro, realizamos medidas de luminescén-
cia, excitagdo e medidas do espectro Raman em sistemas conhecidos. O objetivo principal
da realizacdo das mesmas foi de avaliar as caracteristicas do sistema de aquisi¢do de dados:
linearidade, relacdo sinal-ruido e sensibilidade. Para tanto, utilizou-se o composto tenoiltri-
fluoroacetonato de eurdpio(Ill) [Eu(TTA)3(H20)3], aqui chamado TTA:Eu por simplicidade,
um conhecido marcador fluorescente contendo o fon trivalente de terra-rara Eu3™ [29]. Foram

realizadas também medidas de espalhamento Raman em 4gua e acetona [30].

Um sistema atdmico tem niveis de energia caracteristicos € podem ser representados por
um diagrama de niveis. A figura 7.1 mostra o diagrama simplificado dos niveis de energia do
fon Eu?*. O eurdpio possui outros niveis que, por simplicidade, foram omitidos para ilustrar

mais especificamente os dados observados.
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Figura 7.1: Diagrama de niveis de energia do Eu’*

Quando f6tons de alta energia (350nm) incidem sobre a amostra, o ion eurépio absorve essa
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energia e elétrons inicialmente no estado 'F transicionam para um estado excitado correspon-
dente. Levado algum tempo, o sistema relaxa para estados de mais baixa energia, e a partir
destes niveis podem ocorrer as emissdes caracteristica do ifon Eut3, como mostrado na figura
7.2. Os trés grupos de raias observadas no espectro tém energia caracteristica das transicdes do
estado 7D para os estados 7F27170, como mostra a figura 7.2. Os espectros obtidos estdo em
perfeita concordancia com os mostrados na literatura, tanto em comprimento de onda como em
intensidade [29].
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Figura 7.2: (a) Espectro de luminescéncia de amostra de TTA:Eu

Pode-se observar trés picos na regiio de 612nm produzidos na transicio "Dy —’F, (na
realidade sdo cinco picos, com alguns sobrepostos), trés picos na regido de 590nm, produzidos
na transi¢io Dy —’F, e ainda um dltimo pico na regiio de 580nm produzido na transicio
Dy —’Fy. Os dados experimentais exibem mais de um pico nas posi¢des correspondentes
aos niveis de energia mostrados no diagrama da figura 7.1. Isso se deve ao levantamento da

degenerescéncia dos niveis de energia pelo campo cristalino.

No inset da figura 7.2 mostramos a relacdo linear entre a intensidade de luz da fonte lu-
minosa e o sinal lido no sensor. Para tanto, a intensidade da fonte de excita¢do foi variada
através da insercdo de filtros neutros (filtros de transmissdo varidvel), permitindo a passagem
de 15, 25, 40, 60, 80 e 100% da intensidade da fonte de excitacdo. Pode-se notar que a in-
tensidade luminosa medida no pico da transicdo Dy —’Fy mantém uma propor¢do constante
com o aumento da intensidade de excitacdo. A linearidade do sistema de detecc@o é importante
para manter sempre a relagdo correta entre a intensidade luminosa de emissdes de diferentes

transicOes eletrOnicas. Como a relagdo mostrada € linear, podemos concluir que o sistema de
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deteccao também o €, pois caso contrdrio haveriam desvios nessa reta.

Entretanto, uma andlise mais apurada das curvas revela que tal linearidade ndo € observada
para a transi¢io "Dy —F,. Nesse caso, o pico de emissdo tem uma intensidade muito maior
que as outras transi¢cdes, provocando uma saturacdo no sensor. Essa situagdo foi provocada
propositalmente a fim de mostrar que o detector utilizado nesse caso (tubo fotomultiplicador)

sO deve ser usado para sinais de baixa intensidade luminosa.

A figura 7.3 mostra outra caracteristica desejada do fluorimetro: boa relagcdo sinal-ruido.
Para avaliarmos essa caracteristica foram realizadas medidas de luminescéncia na faixa de 570
a 600nm da amostra de TTA:Eu, regido essa que possui os picos de menor intensidade observa-
dos. Inicialmente, temos no grafico (a) o espectro original com 100% de intensidade luminosa
utilizando gate de integracdo de 100ms, ou seja, cada ponto da curva foi obtido depois de uma
exposi¢ao do sensor por 100ms. Posteriormente, utilizou-se um filtro que permite a passagem
de apenas 1% da intensidade luminosa de excitacdo, esse filtro foi mantido para a obtenc¢ao das
demais curvas. Mantendo-se o tempo de integracdo em 100ms (b), o sinal detectado apresenta
uma baixa relagdo sinal-ruido, ndo permitindo a visualiza¢do inequivoca de todos os picos. Po-
rém, quando se estende esse tempo de gate para 1s (c), percebe-se que o sinal fica mais evidente
em relacdo ao ruido. Isso se deve ao fato de que as fontes de ruido sdo aleatdrias (ruido branco)
e, como tais, sdo atenuadas quando se toma médias das medidas. Aumentar o tempo de expo-
sicdo € um processo semelhante a calcular médias do sinal. Em um tempo de integracdao 100
vezes maior (d), o sinal que foi atenuado também em 100 vezes ja exibe as mesmas caracte-
risticas do original. Para ficar mais clara a comparacao entreo 0s espectros, os mesmos foram

sempre normalizados.

Outra forma de investigar as relacdes entre os niveis de energia de um sistema atdmico é
através dos espectros de excitacdo. A figura 7.4 mostra um espectro de excitacdo do TTA:Eu.
Tal espectro € obtido variando-se o comprimento de onda de excitagdo sobre a amostra, en-
quanto se observa a emissao luminosa em uma determinada faixa de comprimento de onda. O
espectro exibe a intensidade luminosa emitida pela amostra no comprimento de onda 618nm

(transicdo Dy —'F,, veja figura 7.2), enquanto bombeia na faixa de 510 a 600nm.

Quando o comprimento de onda de excitagdo estd na regido de 530nm, ocorre absor¢ao
na transi¢io 'Fyg —>D; que tem essa energia caracteristica, resultando em um conjunto de
picos. Esse espectro é semelhante ao espectro de absor¢@o discutido no capitulo 2, pois mostra
picos onde existe absor¢do de energia. A segunda transicdo observada é "Fy —>Dy que tem
uma menor probabilidade de ocorréncia que a primeira (menor amplitude do pico) e, por fim,
observa-se uma nova sucessdo de picos de menor energia com comprimento caracteristico da
transicdo 'F; —>Dy. Esta transicio sé é revelada no espectro de excitacio devido & amostra
estar em temperatura ambiente, isto é, o nive 'F; estar termicamente populado. Caso a amostra
fosse resfriada, o nivel ficaria despopulado, ndo havendo a absorc¢do nesse nivel de energia e,
portanto, nada se observaria na emissao em 618nm. Esse grafico mostra que, para obter uma

maior emissdo no comprimento de onda 618nm, o bombeio deve ser feito no pico da regido de
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Figura 7.3: Espectro de luminescéncia do TTA:Eu com: (a) 100% de excitagdo e 100ms de
gate; (b) 1% de excitacdo e 100ms de gate; (c) 1s de gate; (d) 10s de gate
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Por fim, é preciso atestar a sensibilidade do sistema de aquisi¢ao de dados desenvolvido
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e, para tal, foram realizadas medidas do espectro Raman em dgua e acetona. Na obten¢do do
espectro Raman, uma amostra € irradiada com uma luz monocromética. Parte dessa radiacdo
pode ser espalhada de modo elastico e inelastico. No espalhamento eldstico, a luz incidente
¢ espalhada sem sofrer alteragdo em seu comprimento de onda. J& no espalhamento inelds-
tico, parte da energia do feixe incidente pode ser capturada pelo sistema atdomico espalhador,
conferindo ao feixe espalhado menor energia (espalhamento Stokes). Neste caso, a diferenca de
energia entre o feixe incidente e o feixe espalhado € justamente a energia capturada pelo sistema
atdmico espalhador. Portanto, o feixe espalhado carrega informagdes sobre o sistema atdmico

espalhador, por exemplo informacdes energéticas dos niveis vibracionais.

Uma das potencialidades da espectroscopia Raman € a possibilidade de interrogar de ma-
neira indireta os niveis vibracionais de um sistema atdmico, isto €, pode-se analisar niveis vi-
bracionais (localizados na regido do infravermelho) através da utilizagcdo de fontes, detectores e
Optica operante na regido visivel do espectro. Outra vantagem € o fato de conseguir interrogar

um sistema atdmico na regido espectral onde o mesmo € completamente opaco.[30]

A espectroscopia Raman necessita de equipamentos muito sensiveis, ji que a detec¢do
ocorre préximo ao comprimento de onda do feixe incidente e com intensidade cerca de 10'°
vezes menor [30]. A figura 7.5 mostra dois espectros Raman excitados com a lampada de

xendnio (a) e com um laser de 405nm (b).
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Figura 7.5: Espectro Raman (a) com excitacdo de lampada de xenonio e (b) com excitacdo de
laser em 405nm

A escala superior dos gréficos da figura 7.5 indica a diferenca de energia entre o feixe
incidente e espalhado chamado “Deslocamento Raman”. Essa diferenca de energia coincide

com os niveis de energia vibracionais absorvidos pelo sistema.

A molécula de dgua possui um modo de estiramento simétrico localizado em torno de
3233cm~! e outro antissimétrico localizado em aproximadamente 3393cm ™!, gerando o pico
visualizado no grafico. Existem ainda outros modos de vibracdo que ndo puderam ser observa-

dos.

Ja a acetona (CH3COCHj3) apresenta 24 modos vibracdo, todos eles compreendidos no

intervalo observado na figura 7.5 (b). Os modos de estiramento estdo localizados em 796, 1223,
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1717, 2847, 2920, 2972 e 3004cm™~!, os modos oriundos das deformacgdes da molécula estio
localizados em 533, 1351, 1426 e em 2686cm~! e 0s modos Rocking estdo localizados em 905
e 1072cm™! [30].

Como a probabilidade de ocorréncia do espalhamento Raman € extremamente pequena, a
intensidade da luz espalhada em um comprimento de onda diferente da fonte de luz é muito
baixa. Com o fluorimetro foi possivel observar com distin¢do os picos de espalhamento na
regido observada, demonstrando a alta sensibilidade do sistema de aquisi¢do. Também com os
espectros de luminescéncia mostrou-se que o sistema de detec¢ao, além de sensibilidade, possui

uma elevada linearidade e boa relacao sinal-ruido.
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8 Conclusao

Com os resultados obtidos, pode-se concluir que o equipamento opera perfeitamente e se-
melhante aos comerciais, e o sistema de aquisicdo de dados possui sensibilidade, linearidade
e relacdo sinal-ruido desejados. A Horiba, atual fabricante da linha de fluorimetros Fluorolog,
mostra em seu site na internet como comparar a sensibilidade de fluorimetros. O fabricante de-

fende a técnica de utilizar a espectroscopia Raman da dgua e comparar diferentes fluorimetros.

Dessa forma, segundo o fabricante Horiba, as medidas de Raman em amostras de dgua
atestam a qualidade do fluorimetro como um todo, do sensor utilizado, do amplificador rapido
construido, do sistema de aquisicdo de dados e também do software desenvolvido. O valor
agregado ao fluorimetro fez com que ele adquirisse um valor financeiro 40 vezes maior, partindo
de uma sucata custando nao mais que U$2.500,00 e ao fim competindo com um equipamento
novo de U$100.000,00.

O software desenvolvido € intuitivo, robusto e de uso amigdvel, contendo as ferramentas
necessdrias ao operador. A eletronica desenvolvida € confidvel, robusta e com alta rejei¢ao
de ruidos externos, propiciando a obten¢do de espectros limpos, mas ainda assim com alta

sensibilidade e precisao.

Como melhoramentos futuros, algumas facilidades podem ser implementadas, como fa-
zer uma detec¢do automdtica das configuracdes de cliente do sistema operacional Windows
e suas configuragdes, criar um disco de instalacdo para o software desenvolvido, identificar
automaticamente a posicao dos monocromadores, controle automdtico de abertura das fendas
e possibilidade de configurar o programa para prover portabilidade a diferentes fluorimetros,
além da implementagcdo de uma solu¢do mais poderosa de microcontrolador para uma progra-
macao embarcada mais abrangente, eliminando a necessidade de um computador na montagem

experimental.

Os circuitos elétricos desenvolvidos e construidos foram severamente testados em diver-
sas condicOes de ambiente até que se obtivessem solucdes confidveis, robustas e reprodutivas.
Virias placas foram confeccionadas e montadas para uso futuro no laboratdrio e, devido a ca-
racteristica generalista dos circuitos, esses podem ser utilizados para diversos fins em diversas

montagens experimentais no futuro.

Por fim, vale salientar que o fluorimetro se tornou uma ferramenta de uso regular do labora-

tério, onde fora utilizado como instrumento de medida de espectros utilizados em varios artigos
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cientificos publicados em revistas internacionais [31][32][33][34][35].

Contiguo a formagdo académica, esse trabalho fora fonte de conhecimentos diversos, tanto
na drea de Fisica quanto no tocante a eletronica, técnicas de aquisicao de sinal e, principalmente,
na destreza necessdria a resolucdo de problemas de origem prética, enriquecendo e complemen-

tando em muitos aspectos minha formac¢do como engenheiro eletricista.
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APENDICE A - Protocolo de comunicagdo

O pacote enviado ao microcontrolador tem uma estrutura simples e bem definida, conforme

esquematizado na figura A.1.

byte 0 Passos[0]
byte 1 Passos[1]
byte 2 Passos[2]
byte 3 M2E | M2D | MI1E | M1D
byte 4 MF | CDt | FDt | AAP | ARst | ADt
byte 5 GateTime

Figura A.1: Estrutura do pacote de dados enviado ao microcontrolador

A tabela A.1 descreve mais precisamente os comandos/dados enviados para o microcon-
trolador conforme exposto na figura A.1. Os bytes de 0 a 2 compdem um dado de 24 bits
informando o nimero de passos que os motores devem deslocar (caso algum sinal de habilita-
cdo esteja ativo). O byte 3 é o controle dos motores, especificando direcao e habilitacdo dos
motores de passo (E=Enable, D=Direction). O byte 4 controla a aquisi¢do de dados e interface
serial do amplificador lock-in. O byte 5 especifica a largura da janela de aquisicdo de dados.

O valor de "GateTime"depende do tipo de aquisi¢do selecionado e corresponde a um indice de

Nome Descricao

Passos[0..2] | Numero de passos para movimentagao dos motores de passo

MID Direcdo de movimento do motor 1

MIE Sinal para habilitar movimento no motor 1

M2D Direcdo de movimento do motor 2

M2E Sinal para habilitar movimento no motor 2

ADt Aquisi¢ao de dados com amplificador lock-in por RS-232

ARst Reservado para comando por RS-232

AAP Reservado para comando por RS-232

FDt Aquisi¢do de dados do contador de fétons (célula fotomultiplicadora)
CDt Aquisi¢ao de dados do conversor analdgico (saida do lock-in)

MF Forcar movimentacao dos motores (ignora sensores de fim de curso)
GateTime Configura tempos de amostragem para aquisicdo de dados

Tabela A.1: Descri¢do dos comandos enviados ao microcontrolador
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valores pré-definidos para cada tipo de aquisi¢do. Todos os sinais 16gicos sdo ativos em 1. A
tabela A.2 mostra um exemplo de como podem ser enviados bytes ao microcontrolador para

requisitar a leitura do contador de fétons com gate time de 500ms.

Byte | Valor | Funcao

0 0x00 | Numero qualquer de passos (LSB)
1 0x00 | Numero qualquer de passos

2 0x00 | Numero qualquer de passos (MSB)
3 0x00 | Nenhum motor movimenta
4

5

0x04 | Bit 4 (FDt) em nivel alto
0x02 | Delay de indice "2"(500ms)

Tabela A.2: Exemplo de comando para ler contador de f6tons

A natureza da aplicac@o levou a criagdo de um protocolo para atender as necessidades que
surgiram ao longo do desenvolvimento, nao havendo, por exemplo, mecanismos de protecao
contra comandos impréprios ou ilégicos, ficando a cargo do software de PC gerenciar os co-
mandos enviados de forma inteligente, para evitar operacdes indevidas. Contudo, nenhuma
combinagdo de caracteres poderia gerar um comando potencialmente danoso ao equipamento

ou ao funcionamento da aplicagdo.

Como o software do computador recebe uma variedade maior de dados, sua estrutura do
pacote recebido € um pouco mais complexa. A cada tarefa executada pelo dispositivo, hd uma
resposta enviada ao PC. Quando o dispositivo movimenta os motores dos monocromadores, en-
via um retorno com dados da movimentacao, indicando a quantidade de passos movimentados
efetivamente e possiveis problemas, como algum dos motores atingiu o fim de curso. Quando
a tarefa € a leitura de algum sensor, a resposta contém dois valores de 32bits com a leitura
dos sensores, junto de uma identificacao do tipo de dado. Porém, apesar do software receber
somente dois tipos diferentes de dados, o processamento que faz com eles depende de diver-
sas condicdes. Por exemplo, se o software estiver produzindo um grafico com um espectro de
emissdo, a cada leitura do sensor, o computador deve armazenar esse dado em um lugar especi-
fico na memoria, colocar o ponto equivalente a leitura no gréifico, enviar um novo comando de
movimento a0 monocromador, etc. Existem diversas ramificacdes dentro da funcdo que trata
os dados recebidos para as diversas funcionalidades do software dependentes do dispositivo.
Essas ramificagdes se fazem necessdrias a cada funcionalidade adquirida pelo software e, por-
tanto, constituem detalhes construtivos do software em si. Para informagdes mais detalhadas, o

codigo fonte do software esta disposto no anexo digital que acompanha esse trabalho.
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