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ESPECTROFOTOMETRO PARA N[EDICAO DE FOSFORESCENCIA
RESOLVIDA NO TEMPO APLICADO A MONITORIZACAO DE OXIGENIO

F. K. Schneider! e P. M. Gewehr?

RESUMO -- Desenvolveu-se um instrumento opto-eletrdnico para medir tempos de
vida de fosforescéncia. Ele é aplicado para monitorar concentra¢des de oxigénio em
solugdes aquosas utilizando como indicadores porfirinas metélicas que fosforescem a
temperatura ambiente. Essa técnica de medigéio possui vantagens sobre outras técnicas
Opticas usadas para monitorar oxigénio, como, por exemplo, intensidade de
fluorescéncia. O instrumento desenvolvido é composto de uma fonte dptica para uso
pulsado, lentes e filtros para a sele¢@o dos comprimentos de onda dos caminhos épticos
de excitagdo e emissdo, uma valvula fotomultiplicadora acoplada a um amplificador.
uma placa conversora A/D conectada a um micro-computador padrao IBM-PC e um
programa desenvolvido em linguagem C. O instrumento desenvolvido ¢ capaz de medir
tempos de vida tdo pequenos quanto 5 us (menor do que em outros instrumentos ja
descritos) e, além da aplicagdo deste trabalho, esta sendo utilizado como base para o
desenvolvimento de sensores de pressdo parcial de oxigénio gasoso.

Palavras-chave: Opto-cletronica. Fosforescéncia. Tempos de Vida, Sensores de
Oxigénio.

INTRODUCAO

Ha anos tem-se desenvolvido instrumentos e sensores capazes de auxiliar na monitorizagdo de
0,, CO, e outros gases em fungfo da importancia dos mesmos para a vida humana. Instrumentos e
sensores baseados em técnicas Opticas tém encontrado crescente interesse por apresentar vantagens
em boa parte das aplicagdes. A técnica de medi¢do de tempos de vida de luminescéncia
(fosforescéncia e fluorescéncia) aplicada 4 monitorizagdo de oxigénio tem tido particular interesse.
pois possui sensibilidade adequada e relativa imunidade a interferéncias. Enquanto o fendmeno de
fluorescéncia apresenta tempos de decaimento da ordem de nanosegundos, os relacionados a
fosforescéncia sdo da ordem de microsegundos a milisegundos e até segundos (Lewis e Kasha,
1944). A fluorescéncia (em termos de intensidade) tem sido, em geral, mais utilizada do que a
fosforescéncia, para a andlise de pardmetros biolégicos (Liibbers e Opitz, 1983; Longmuir e Knopp,
1976; Peterson e Vurek, 1984; Gehrich et alii, 1986). Isso se deve, pelo menos em parte, a dois
fatores. Primeiro, apesar da fosforescéncia ja ter sido observada por Boudin (eosin em glicerol) em
1930 (Vanderkooi e Berger, 1989) e por Kautsky (1939) em solugdes sem oxigénio, a sua
intensidade era muito reduzida & temperatura ambiente, obrigando ao resfriamento das substancias
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em estudo a temperaturas da ordem de -196 °C. O segundo diz respeito a falta de instrumentos com
tecnologia adequada que possibilitassem a utilizagdo da técnica de excitagio pulsada para a medigdo
do decaimento de fosforescéncia. Recentemente, face ao desenvolvimento de instrumentos mais
apropriados e sintese de compostos que fosforescem & temperatura ambiente, tem-se estudado
extensivamente a luminescéncia dessas substincias e suas aplicagdes (Vanderkooi et alii, 1987,
Kalyanasundaram e Neumann-Spallart, 1982; Papkovsky, 1995).

Nos estudos de emissdo de fosforescéncia, observou-se uma relagio entre a quantidade de
moléculas de oxigénio presentes no meio e o nivel de luminescéncia emitida, o que possibilitou a
quantifica¢do de oxigénio em fungfo da extingdo da fosforescéncia (Vanderkooi e Berger, 1989). As
vantagens da utiliza¢3o da fosforescéncia como método analitico para a determinagéo de oxigénio,
i. e., maior sensibilidade do que a fluorescéncia devido principalmente ao maior tempo de interagdo
entre moléculas, aliado a necessidade de um instrumento com caracteristicas de portabilidade, baixa
complexidade e especialmente baixo custo, motivaram o desenvolvimento do presente trabalho.
Assim, desenvolveu-se um sistema opto-eletrdnico capaz de excitar substancias indicadoras e medir
seus tempos de vida de fosforescéncia para quantificar o O, presente no meio de medigdo (solugdes
aquosas). Neste artigo, além das medigdes de oxigénio, apresenta-se o desenvolvimento do sistema
optico formado por: uma fonte de luz para excitagdo pulsada de substincias fosforescentes a
temperatura ambiente; uma cdmara de amostras com filtros, cubeta e lente dpticos; um sistema de
transducdo opto-eletronico baseado em valvula fotomultiplicadora; amplificador; conversor A/D
para a digitalizagdo do sinal e; sofiware de controle do sistema e tratamento matemaético do sinal de
fosforescéncia. O sistema € controlado por um micro-computador cujos programas de controle e
tratamento de sinal foram desenvolvidos em linguagem C.

INSTRUMENTO DESENVOLVIDO

Considerando as necessidades de um instrumento para luminescéncia (Fleming, 1982) e as
particularidades para a determinagdo dos tempos de vida de fosforescéncia, optou-se pelo
instrumento apresentado sob a forma de diagrama em blocos da Figura 1. O instrumento é composto
por: (1) fonte de energia radiante de excitaggo, (2) filtros de selegdo para o comprimento de onda de
absor¢do maxima da(s) substincia(s) fosforescente(s), (3) clmara para verificacdo de
fosforescéncia, (4) lente convergente e filtros de sele¢do para o comprimento de onda de emissdo
maxima de fosforescéncia, (5) transdutor opto-eletrdnico, (6) hardware para adequagdo do sinal
elétrico, (7) conversor analdgico digital (A/D), (8) micro-computador (padrdo IBM PC AT-486) e
hardware para geragdo de sinal de disparo da limpada.

Fonte 6ptica

Utilizou-se como fonte uma lampada xenon de arco curto tipo FX-249 (EG&G, USA) para
excitag@o pulsada. Esta ldmpada emite uma energia por pulso até 7 J, operando com tensdes de até
1500 V e taxas de repetigio de até 500 Hz. A faixa espectral estende-se de 310 a 1100 nm, o que a
torna util ndo s6 para a excitagdo das substincias desta aplicacdo como também para outras,
obtendo-se maior versatilidade no projeto. A distribui¢o espectral de energia radiante apresenta alta
concentragdo proxima a 400 nm (EG&G, 1992), i. e., na faixa de comprimentos de onda mais
sensivel para excitagdo das substincias utilizadas neste trabalho. A lampada possui um
encapsulamento metalico com uma janela em vidro que direciona a saida da energia radiante, o que
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facilita o seu acoplamento a fibras Opticas. Faz ainda parte da fonte Optica, uma fonte de
alimentagdo tipo PS-302 (EG&G, USA), a qual apresenta tensdo de saida regulavel entre 400 e
1500 V e um transformador tipo FY-712 (EG&G, USA) para disparo da lampada. O esquema de
disparo e controle de energia fornecida por pulso ¢ mostrado na Figura 2.
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Figura 1 - Diagrama em blocos do instrumento desenvolvido para medigdo de tempos de
vida de fosforescéncia.
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Figura 2 - Circuito da fonte de energia radiante com fonte de alimentagdo PS-302,
transformador FY-712 e lampada xenon tipo FX-249 para excitagdo pulsada (todos da

EG&G, USA). i
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A energia luminosa e a duragdo do pulso fornecidos pela fonte optica sdo controlados pela
tensdo de alimentagdo e/ou pela capacitancia utilizada (E=Y CV?). A duragdo do pulso também ¢
influenciada pela indutdncia intrinseca do sistema. O diodo D (Figura 2) é recomendado pelo
fabricante da lampada para o disparo otimizado quando tensdes menores de 500 V sdo utilizadas.
Todos os componentes da fonte optica foram montados em uma caixa metalica reduzindo-se
interferéncias, conforme a Figura 3. Usinaram-se diversas pegas metalicas para o suporte e
dissipagdo de calor da lampada, além de uma camara para suporte dos filtros opticos de excitagdo.
Desenvolveu-se também uma placa de fiagdo impressa para fixagdo de capacitores, viabilizando a
sele¢@o de vérias combinagdes deles, proporcionando assim capacitancias diferentes de acordo com
a energia desejada por pulso e tensdo aplicada.

Caixa Metalica Camara para filtros de excitagéo

Placa com Capacitores g

LytePac

—
—

Lampada Xenon

Fonte para Lampada

Figura 3 - Vista de topo da fonte dptica desenvolvida, acoplada a camara para filtros.

Componentes Opticos/Cimara de Testes

No caminho 6ptico de excitagdo utilizou-se um filtro tipo BG-25 (alta transmissdo abaixo de
450 nm) e um filtro de interferéncia com transmitancia maxima préxima de 400 nm (Rolyn Optics,
USA). No caminho 6ptico de emissdo utilizou-se um filtro tipo OG-590 (transmitancia alta a partir
de 590 nm) e um filtro de interferéncia com transmitancia maxima préxima de 680 nm (Rolyn
Optics, USA). Os filtros de emissdo, juntos com uma lente para otimizar a coleta de luminescéncia
da cubeta, estdo situados na camara de testes (Figura 4).

O arranjo implementado para fixar a cubeta, a lente e os filtros de emissdo estd também
detalhado na Figura 4. Na saida da camara apresenta-se a valvula fotomultiplicadora. Para ela,
usinou-se uma pe¢a em aluminio, a qual serve como involucro e proporciona isolamento 6ptico e
elétrico. O posicionamento da lente foi feito de forma a tornar a radiagdo incidente no filtro de
interferéncia perpendicular a superficie do mesmo. Todas as arestas internas do involucro da Figura
4 foram vedadas com borracha de silicone e as paredes internas pintadas em preto fosco.

Cubeta -- Para os testes com as substancias utilizou-se uma cubeta do tipo 111-OS (Hellma,
Brasil) com transmissdo acima de 80 % na faixa de 360 a 2500 nm, com rolha de vedagao (stopper)
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de teflon (Figura 5). A rolha de teflon foi utilizada com a intengdo de evitar uma interagdo rapida
entre 0 gas dissolvido na solugdo da cubeta e o meio externo. Para realizar medigoes de
concentragdes de oxigénio em meio aquoso, controlou-se quantitativamente o gas no interior da
cubeta. Para isso, borbulhou-se na solugdo uma mistura gasosa (usualmente N, e O,) com
concentragdes conhecidas, através de agulhas de ago inoxidavel (Figura 5, a direita) fixadas na
tampa de teflon, uma para a entrada e outra para a saida do gas. As agulhas foram dispostas de
modo que ndo houvesse obstrugdo do caminho 6ptico e nem servissem como meio de reflexdo.
Durante um intervalo de medigdo e outro, o nivel de liquido era verificado e, se necessario,
completado para manter a mesma concentragdo da substancia fosforescente.

Filtro colorido (acima de 590 nm) Filtra de interferéncia
\ / Base parao

_ Suportes em isopor suporte da cubeta

Valvula Fotomultiplicadora

Janela

Lente convergente Anteparo de acrilico

|

Energia radiante de excitagdo ‘ ‘ 1 Cilindro para

isolamento 6ptico

Figura 4 - Vista de topo da cdmara de testes.

Vilvula fotomultiplicadora

A vilvula fotomultiplicadora utilizada € do tipo janela lateral R928 (Hamamatsu, USA), com
tempo de subida de 2,2 ns e resposta espectral de 190 a 900 nm. Para a polarizagdo da valvula
utilizou-se o conversor DC-DC tipo C1309-04 (Hamamatsu, USA) com tensdo de entrada de 13 a
24 V e corrente de 160 mA. A tensdo de saida € regulada entre 190 e 1100 V (Hamamatsu, 1994).

Amplificador de Transimpedancia

O amplificador de transimpedancia converte a corrente de entrada (I,) proveniente da vélvula
fotomultiplicadora para uma tenso de saida (V), conforme a equagéo (Stout e Kaufman, 1976):

Vs =-R-Ie M

onde: R € o resistor de realimentag@o.
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O circuito do amplificador foi projetado em fiagdo impressa conforme a Figura 6, e montado numa
caixa metalica com o objetivo de proporcionar blindagem. O circuito possui capacitores para
estabilizar a tensdo de alimentagdo, diodos de protegdo na entrada (1IN 4148) e diodo zener para
limitagdo da tensdo de saida. O amplificador operacional utilizado (OP 627, Burr Brown) possui
baixa corrente de offset (10 pA), alta impedancia de entrada com baixo valor capacitivo (10" Q, 8
pF), alto ganho de malha aberta (106 dB), ampla largura de banda de 16 MHz assim como alta taxa
de variagdo da tensdo de saida (40 V/us) para ganho em configuragdo inversor unitario. O circuito
foi projetado com um resistor de realimentagdo variavel até 1 MQ (R,), pela necessidade pratica de
se alterar o ganho do amplificador para variar a tensdo de saida até excursdo maxima. A introdugdo
do capacitor (C=4,7 pF) na malha de realimenta¢@o proporciona maior imunidade a ruidos, mas
altera o ganho e o tempo de resposta do circuito. Este foi ajustado usualmente para 1 ps.

\/ (ia| de saida

Via de entrada ~
para o gas —{——Agulhas
de seringa

A xG:
10mm

Figura 5 - Cubeta utilizada para analise de luminescéncia. A direita, as modificagdes
efetuadas para as determinagdes de O, dissolvido em solugdes aquosas.

Digitalizagdo e tratamento do sinal

A digitalizagdo do sinal de tensdo de saida do amplificador de transimpedéncia foi efetuada
via um conversor A/D. Inicialmente, utilizou-se como conversor um osciloscépio digital (TDS-420,
Tektronix) conectado ao microcomputador via interface IEEE-488 (GPIB). Posteriormente, a placa
conversora A/D (Flash-12(1), Strawberry Tree, USA) foi utilizada acoplada diretamente a placa mae
do microcomputador realizando a comunica¢do de dados via barramento da placa. Esta opgdo é
mais veloz no que diz respeito a comunicagio de dados.
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Tratamento do sinal -- Na digitalizagio com a placa conversora A/D (resolugdo de 12 bits),
utilizou-se 1 canal analdgico com taxa de amostragem de.1 MHz. A placa possui varias
caracteristicas que a tornam versatil, tais como: contador interno de 16 bits, linha de habilitagio de
conversdo (gate), memdria para 65536 amostras possibilitando o armazenamento de grande
quantidade de informagdo. Com isso € possivel a transferéncia de grandes blocos de dados
digitalizados, a partir da memoria da placa para a memoria do computador. O programa de controle
da placa e tratamento matemético dos dados digitalizados foi desenvolvido em linguagem C
(Noronha er alii, 1996), utilizando as fontes fornecidas pelo fabricante da placa. Os objetivos do
programa sdo, basicamente: gerar um pulso de disparo para a ldmpada e sincronizar a aquisigéio de
dados com o mesmo, descartar pontos onde ha sobreposi¢do no tempo dos sinais de excitagio e de
fosforescéncia (vide Figura 8) e, calcular uma curva exponencial que melhor se ajuste aos pontos,
obtendo-se a constante de decaimento dela, a qual proporciona a quantificagdo de oxigénio através
da relagdo de Stern-Volmer (vide Equagdo (3)).

Corrente do
fotodetector

Blindagem (caixa metalica)

Figura 6 - Circuito do amplificador de transimpedéncia implementado.

Circuitos para sincronismo de aquisi¢ido de dados ~ O contador interno da placa A/D pode
ser usado para gerar pulsos de disparo para a ldmpada com periodos entre disparos controlados pelo
programa. Com o contador é possivel dividir a frequéncia do sinal de clock de entrada (interno ou
externo) por um fator que varia de 2 a 65536. A freqiiéncia do sinal interno de clock é de 2 MHz,
gerando pulsos com uma frequéncia de aproximadamente 30 Hz a 1 MHz. O uso desse sinal de 2
MHz, entretanto, implica em limitagdes. Uma é que o pulso gerado na saida digital do contador
possui um intervalo de tempo para o qual est4 em nivel "1" igual ao intervalo de tempo para o qual
um pulso de sinal de clock estd em nivel "1". O pulso para o disparo da ldmpada teria entdo uma
duragdo de 0,5 ps, o que ndo cumpre a necessidade de disparo dela (de 1 a 100 ps). Outra, refere-se
ao fato de se poder trabalhar com uma quantidade menor de pulsos por segundo. Por esse motivo
implementou-se um circuito astavel (CI 555) capaz de gerar um sinal de clock externo para o
contador com freqiiéncia variavel entre 15 kHz e 200 kHz. A freqiiéncia desse circuito astavel foi
ajustada para 150 kHz o que proporciona uma freqiiéncia de pulsos entre, aproximadamente 2,2 Hz
a 75 kHz. Assim, obtém-se um tempo ajustével para nivel de tens3o alto e outro para nivel de tenso
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baixo dados pelos componentes (resistores e capacitor) do circuito astavel. Como para o astavel
implementado, o tempo em nivel alto € sempre maior ou igual ao tempo em nivel baixo, e deseja-se
um intervalo de tempo em nivel alto da ordem de microsegundos para o disparo da ldmpada,
inverteu-se o sinal de saida do circuito astavel.

Implementou-se ainda um circuito (esquema na Figura 7) que permite o sincronismo da
digitalizagdo de dados com o pulso de disparo € a exclusdo da regido onde ha sobreposigdo dos
sinais de excita¢do e de fosforescéncia (vide Figura 8(a)). Obteve-se um sinal em que, decorrido um
certo tempo apds o disparo da ldmpada, um nivel "1" ¢é gerado (conforme as necessidades da fonte
oOptica) e a conversio analogico-digital é habilitada. Este sinal ¢ acoplado ao sinal (gate) de controle
de conversdo da placa. O circuito desenvolvido, para sincronismo e controle da digitalizagdo, ¢
composto por dois monoestaveis. A duragdo do pulso gerado para cada sinal no pino de disparo é
dado por componentes passivos (resistores € capacitores) e ndo mostrados na Figura 7. Observa-se
que o tempo para o qual a substéncia esta fosforescendo (alguns ms, no méximo) ¢ muito menor que
o tempo entre dois pulsos de ldmpada (e. g., 20 pulsos por segundo proporciona um intervalo de 50
ms entre pulsos).

+5Vv
monoestavel 4 5
2 (555)
>
3
! monoestavel
\ (555)

Figura 7 - Circuito para sincronismo e controle da digitalizagiio. Os nimeros de 1 a 6
indicam os sinais da Figura 8 (vide explica¢Ges no texto).

O sinal 1 das Figuras 7 e 8(b) € o pulso gerado para o disparo da ldmpada pelo contador da
placa conversora A/D cujo clock é o sinal de saida do circuito astivel ou o proprio sinal de clock
interno da placa. Esse sinal ¢ invertido, gerando o sinal 2, para adequa-lo como sinal de disparo
para os circuitos monoestaveis. O monoestavel inferior cria o sinal 3 que determina o tempo de
atraso entre o disparo da lampada e o inicio da digitalizagdo do sinal de fosforescéncia. O outro
monoestavel gera o sinal 4 que com o sinal 3 ¢ utilizado para gerar uma janela de habilitagio para a
digitalizagdo (sinal 6). Esse sinal (6) tem duas fung¢des: (a) inicializar a digitalizagfo algum tempo
depois de ter ocorrido o pulso da lampada. Isto serve para eliminar os pontos iniciais do sinal
adquirido pela vélvula fotomultiplicadora. Esta caracteristica ¢ util pois elimina a parte do sinal de
fosforescéncia mascarada com a radiagdo de excitagdo proveniente da lampada que pode chegar a
valvula. O tempo de atraso ¢ assim controlado e deve ser no minimo igual ao tempo de duragio do
pulso da lampada; (b) controlar o tempo em que a placa faz a digitalizagio, fazendo-o coincidir com
a regido de interesse da fosforescéncia do sinal proveniente da valvula fotomultiplicadora. Como a
taxa de amostragem da placa ¢ 1 MHz (periodo de 1 us) e a memoéria para armazenar dados na placa



RBE/CEB, V.13, N.2, 1997 25

é de somente 65536 bytes, isto significa que, se a placa permanecesse constantemente digitalizando
e armazenando, a cada 65,5 ms os dados adquiridos estariam sendo substituidos por outros dados.
Isto traz duas consequéncias indesejaveis. A primeira é que se deveria fazer a leitura de todos os
dados digitalizados antes que os mesmos se perdessem, implicando em muitos acessos de leitura na
placa. A segunda é que se teria de selecionar a informagdo de interesse, a qual seria
aproximadamente 4 % do total dos dados lidos da placa (caso a freqiiéncia de disparo fosse 20 Hz e
o decaimento do sinal de fosforescéncia de aproximadamente 2 ms). Assim, o sinal de controle
minimiza o trabalho de processamento de informagéo por parte do computador, funcionando como
um filtro que seleciona apenas as informagdes de interesse para a digitaliza¢o.

_ Pulso da lampada 3
N rd

T Fosforescéncia | g (a)

| : tem&)

1_I—|Pulso para disparo da Iamp;da
2 | |

3__‘_lAtraso para descartar pointos S ®
o L
e | |

Periodo de conversdo habilitada

Amplitude
relativa

Figura 8 - Sinais de controle para o sincronismo do pulso de excitagio da ldmpada e a
digitalizagdo do sinal de fosforescéncia conforme indicagdo da Figura 7 (vide explicagdes no
texto).

Calculo dos tempos de vida de fosforescéncia -- Para a determinagio do tempo de vida de
fosforescéncia, utilizou-se o ajuste da curva média obtida através de uma unica exponencial que
melhor caracteriza os dados digitalizados (Dyke e Muenter, 1975). O célculo do tempo de vida
através do ajuste de uma exponencial diretamente aos dados é exato, mas em fungfo das diversas
iteragGes necessdrias na execugdo do programa, acaba sendo um método que exige esforcos
computacionais e tempo de execugdo longo (em fungdo do numero de pontos dos dados).
Alternativa e preferencialmente efetua-se o ajuste pela exponencial linearizada, caso em que a curva

obtida de fosforescéncia deve ser uma exponencial simples do tipo f(t)=A.e_t/’. Dessa forma, o
tempo de vida (1), € determinado pela construgdo de g(t) = In(f(t)):

g)=ln(A.eVT)=InA -(1/).t @

onde: A € uma constante ¢ (-1/1) € o coeficiente angular da reta decrescente g(t). Calculando-se 1, é
possivel a determinagdo de oxigénio através da relagdo de Stern-Volmer (vide Equagio (3)).
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RESULTADOS
Arranjos Opticos Implementados

Para o estudo de substancias fosforescentes e para verificagdo dos filtros dpticos, utilizou-se
um monocromador Spectra}’m® 275 (Acton Research, USA). Esse monocromador possui uma
unidade microprocessada que permite o controle local ou remoto (via interface RS-232) dos
comprimentos de onda inicial e final, velocidade de varredura, etc., para as grades difratoras
acopladas. Neste trabalho, utilizou-se a grade A com faixa de trabalho otimizada entre 200 e 450 nm
e a grade B entre 330 e 750 nm. Os arranjos opticos para a obtengdo dos espectros de absorgdo e
emissdo de fosforescéncia sdo apresentados nas Figuras 9 e 10, respectivamente. O esquema da
Figura 9 também foi utilizado para a obtengdo da transmitancia dos filtros do sistema. Como fonte
de radiagdo, utilizou-se uma lampada de tungsténio com alimentag¢do de 2,6 V. O monocromador é
necessario nos esquemas, pois possibilita a varredura do espectro através da sele¢do de cada
comprimento de onda de interesse. Na Figura 10 ha um desalinhamento de 90° entre a fonte optica e
o fotodetector para a redugdo de radiag@o da fonte junto ao fotodetector.

Cubeta

Valvula Fotomultiplicadora

GngeRsc™

Figura 9 - Vista de topo do sistema Optico para andlise espectral da absorbancia das
substancias. Para os filtros, substituiu-se a cubeta por cada um deles.

A Figura 11 apresenta o esquema da parte Optica para as determinagdes de tempo de vida de
fosforescéncia. Neste caso apenas filtros dpticos foram utilizados, tanto para a excitagdo quanto para
a emissdo, 0 que proporciona uma eficiéncia 6ptica maior, apesar de perda de seletividade. Outra
vantagem ¢ que os ganhos da valvula fotomultiplicadora e do amplificador de transimpedancia
podem estar em um nivel mais baixo quando comparados as Figuras 9 e 10 (que utilizam o
monocromador), proporcionando respectivamente menor ruido e menor distorgao.
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Valvula Fotomultiplicadora

\

Cubeta

Filtro de
interferéncia_

Filtro BG-25

Figura 10 - Vista de topo do sistema Optico para andlise espectral de emissdo de fosforescéncia.

Vaivula Fotomultiplicadora

Filtro colorido
(acima de 590 nm)

Filtros BG-25 e Filtro de interferéncia (400nm)

Filtrode
interferéncia

Placa gom Capacitorgs

, Suporte para a cubeta
Lampada Xenon

Fonte para Lampada

Figura 11 - Vista de topo do esquema 6ptico para medi¢do de tempos de vida de fosforescéncia.

Desempenho do Instrumento

A fonte optica desenvolvida apresentou um pulso com duragdo tipica de 1 ps (Full Width at
Half Maximum), conforme a Figura 12. Esse pulso foi considerado satisfatorio pois a energia
radiante obtida de 0,28 J (C=330,8 nF, V=1300 V) ¢ suficiente para a excitagdo das substancias.
Com essa duragdo, medi¢des de tempos de vida de fosforescéncia da ordem de até 5 ps podem ser
efetuadas, apesar de um pequeno sinal de sobreposi¢do proveniente da fonte. Para valores acima de
15 ps, a analise se torna praticamente imune ao sinal da fonte, aumentando a exatiddo. Com a
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duragfo de pulso acima, calculou-se uma induténcia intrinseca dos dispositivos utilizados na fonte
de 0,4 uH, valor préximo do estimado pelo fabricante de 0,5 pH (EG&G, 1992).

Para as determinagdes de transmitincia de cada filtro éptico (Figura 9), ajustou-se o ganho do
amplificador de transimpedancia na saida da valvula para um sinal maximo sem distor¢éo na
auséncia de filtros no caminho 6ptico. Obteve-se uma curva espectral na faixa de 350 a 850 nm com
passos de 0,2 nm (fendas do monocromador com 0,3 mm). Essa curva ¢ a resposta do sistema dptico
empregado (lampada de tungsténio + grade difratora + vélvula). Na sequéncia, para cada filtro
optico colocado na cAmara na entrada do monocromador, efetuou-se uma varredura para a mesma
regido espectral acima especificada. Dividiu-se, entdo, as curvas obtidas com cada um dos filtros
pela curva do sistema a vazio, obtendo-se a transmiténcia espectral relativa de cada filtro.

0.8 —

06

04 —

Amplitude relativa

02 -

0 Il 1 ! L '
3 4 5

2
Tempo (1 s)

Figura 12 - Pulso tipico da fonte dptica, obtido com o arranjo da Figura 11.

As Figuras 13 e 14 apresentam as curvas de transmitancia dos filtros dpticos situados na
excitagdo e emissdo. As curvas sdo apresentadas em escala logaritmica (esquerda) e linear (direita).
Aquela ¢ util para mostrar com detalhes as regides em que as transmiténcias sdo reduzidas, porém
suficientes para introduzir radiagéo indesejavel no registro da fosforescéncia. As transmiténcias dos
caminhos 6pticos de excitagdo (Figura 13) e de emissdo (Figura 14) mostraram-se adequadas para a
aplicagdo desejada do instrumento pois a excitagdio deve ser feita na regido proxima a 400 nm e a
emissdo de fosforescéncia deve ser registrada na regido proxima a 670 nm (Pd coproporfirina) e 700
nm (Pd-meso tetra (4-carboxifenil) porfina). Observa-se que pela substituigdo dos filtros, o
instrumento pode ser utilizado para outras substncias.

Monitorizag¢io de Oxigénio

Com o intuito de avaliar o instrumento como um todo e validar a técnica de medigdo, discute-
se a seguir a aplicag@io do protdtipo desenvolvido na medigdo de tempos de vida de fosforescéncia
para a monitorizagdo de concentragdes de oxigénio. Para a determinagio de O, utilizou-se a relagio
de Stern-Volmer modificada (Gewehr e Delpy, 1993):



RBE/CEB, V.13, N.2, 1997 29

1/1=1+1,.kq.[0)] 3)

onde: 1, € T sdo os tempos de vida de fosforescéncia na auséncia € na presenga de uma
concentragio de oxigénio [O,] e, kq ¢ constante para certas condi¢Ges experimentais ¢ conhecida
como taxa de extingdo (Vanderkooi et alii, 1987).

1 T T T T 1.0 T T T T T
0.1 | 4 08| ‘ i
2 i ° —
g 0.01 £ 4 g 0.6 J
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£ 0001k . c 04 i
g E S
= E [
0.0001 E N 0.2 |
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400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
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Figura 13 - Resposta total de transmiténcia para o caminho Optico de excitagdo com os
dois filtros utilizados. Escala logaritmica (esquerda) e escala linear (direita).

1 T T 1.0 T T T T T
01 o8| ,
2 f 2
13 o
§ 0.01 § 0.6 - E
s 0.00t ; § 0.4 |- i
= 3 =
0.0001 £ 02 -
0‘00001 [ 1 i 1 " i 1 O.o 1 A 1 A L
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Comprimento de ondo {nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 14 - Resposta total de transmitincia para o caminho dptico de emissdo com os
dois filtros utilizados. Escala logaritmica (esquerda) e escala linear (direita).

Para a verificagdo da relagdo de Stern-Volmer, medem-se os tempos de vida para varias
concentra¢des de oxigénio, incluindo 0 %. Para isso, um conjunto de 6 cilindros com diferentes
concentragdes de oxigénio e nitrogénio foram empregados. Nitrogénio a 100 % ¢é usado para
satisfazer a situagdo “sem oxigénio”, uma vez que ele ndo causa extingdo de fosforescéncia e faz
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parte da composi¢io do ar respirado. Gases em cilindros foram adquiridos (White Martins) com as
composi¢Bes apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composigdo dos gases utilizados.

Gas Padréo Oxigénio  Nitrogénio Oxigénio Nitrogénio
(%) (%) (%) minimo (%) minimo
Oxigénio comercial - - 99,5 -
Mistura 1 calibragio 1,0 99,0 -- --
Mistura 2 calibragéo 4,8 95,2 - -
Mistura 3 - calibragéo 10,1 89,9 -- --
Nitrogénio comercial - - - ) 99,5
Nitrogénio  analitico 5.0  <0,0001 99,999 - -

Absorc¢io e Emissio das Substincias -- Utilizaram-se as substincias fosforescentes: Pd
coproporfirina e Pd-meso tetra (4-carboxifenil) porfina, ambas adquiridas da Porphyrin Products
(USA). Os solventes para a preparagdo das solugfes aquosas com as substdncias foram agua
destilada, dimetilformamida (DMF) e glicerol. Para padronizag¢dio do pH (7,2 + 0,03 a 25 °C),
utilizou-se uma solug@o buffer padrao. Utilizou-se ainda BSA (bovine serum albumin - albumina
bovina) da Pearce (USA), a qual inibe a extingdo da fosforescéncia pelo O, (Vanderkooi et alii,
1987).

Para obtengdo das curvas de absorgdo e emissdo de Pd coproporfirina, preparou-se uma
solugdo com 67,74 % de DMF, 29,03 % de H,O e aproximadamente 3,22 % de solugdo buffer para
ajuste de pH. A densidade optica (Optical Density) medida foi 2,36 (389,8 nm). A Figura 15
apresenta a curva de absorcdo na faixa do espectro entre 350 e 850 nm, obtida com a grade B do
monocromador. A localizagdo (390,0, 510,8 € 544,6 nm) ¢ forma dos picos sdo semelhantes as
obtidas anteriormente por Gewehr (1991). A Figura 16 apresenta a curva de emissdo de
fosforescéncia obtida com pico proximo de 667 nm. Para a sua obteng¢io, em fung¢dio do baixo
rendimento dptico do arranjo utilizado (Figura 10), aumentou-se a largura das fendas de entrada e
saida do monocromador para 2,5 mm e borbulhou-se gas com concentra¢do baixa de oxigénio por
alguns minutos na solugfo para aumentar a intensidade do sinal de fosforescéncia.

Y

Para obtengdo das curvas de absor¢do ¢ emissdo (nfio mostradas) de Pd-meso tetra (4-
carboxifenil) porfina, preparou-se uma solu¢do com composi¢do percentual dos solventes idéntica
aquela com Pd coproporfirina. A densidade 6ptica medida foi 2,49 (422,4 nm). A curva de absorgéo
foi obtida com a grade B do monocromador, entre 350 e 850 nm. A localizaggo (422,2 ¢ 523,2 nm)
e forma dos picos s3o semelhantes as obtidas por Kalyanasundaram e Neumann-Spallart (1982) para
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a substancia dissolvida em DMF (90 %) e H,O destilada (10 %). A curva de emissdo obtida com a
solugdc de Pd-meso tetra (4-carboxifenil) porfina apresentou pico principal em 701,0 nm.

Absorcao relativa

J 1 1 1 1 | 1 1 |

0.0
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

Comprimento de onda (nm)

Figura 15 - Espectro corrigido de absorgéo de solugdo com Pd coproporfirina (67,74%
de DMF, 29,03 % de H,0) obtido com o arranjo da Figura 9. Picos de absor¢do em
390,0, 510,8 € 544,6 nm.
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Figura 16 - Espectro de emisséo de solugdo com Pd coproporfirina obtido com o arranjo
da Figura 10. Pico de emissfio obtido em 667,8 nm.

Oxigénio como Extintor de Fosforescéncia -- Para a monitorizagdo de oxigénio em solugdes
aquosas utilizou-se o arranjo optico da Figura 11, com a digitalizagdo do sinal feita pela placa
conversora A/D. Apés as curvas de fosforescéncia terem sido adquiridas (média de 20),
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determinavam-se os pardmetros da exponencial linearizada (amplitude e constante de decaimento)
por ajuste e calculava-se o coeficiente de regressdo. Com as composi¢des gasosas da Tabela 1,
realizaram-se as medigbes de tempos de vida de fosforescéncia apos se borbulhar o gas por pelo
menos 5 minutos nas solugdes com agua e DMF e, por mais de 30 minutos para as solugdes com
glicerol. As composi¢Oes das solugdes para esses experimentos sdo apresentadas junto as figuras
assim como outros detalhes.

A Figura 17 mostra a relagdo de Stern-Volmer obtida para uma solugdo de Pd coproporfirina.
Foi possivel, nesse caso, a medi¢o de tempos de vida para até 10,1 % de [O,]. Além desse valor, ha
o limite do limiar do instrumento de aproximadamente 5 ps.

o]

o 2 4 & 8 10
Concentragéo de oxigénio (%) ’

Figura 17 - Relagdo de Stern-Volmer para Pd coproporfirina (87,21 % H,0, 12,78 %
DMF) com pH 7,2. 0.D. = 0,213 (389,8 nm). T=20 °C. 1, = 153,38 us. 1/t =1+
3,259 .[0,]. '

O coeficiente de Stern-Volmer (3,259) foi obtido a partir do calculo da reta de ajuste
(minimos quadrados) para os pontos obtidos da Figura 17. Para a mistura gasosa “nitrogénio padrdo
comercial” cuja concentragdo de O, € desconhecida, o tempo de vida de fosforescéncia medido foi
de 1,=108,12 us. Com o coeficiente da reta, obtém-se a concentragdio de oxigénio de 0,128 % para
essa mistura. A Tabela 2 resume os tempos de vida de fosforescéncia obtidos para os dados da
Figura 17 e os valores calculados dos coeficientes de correlagdo. Devido a limitago do programa
desenvolvido em linguagem C, utilizou-se um bloco de 64 kbytes para os dados manipulados pelo
programa. Isso restringe a manipulagio de dados provenientes da placa A/D em aproximadamente
44 kbytes, possibilitando o uso de até uns 11.000 dados convertidos (11.000 x 4 bytes por valor
digitalizado). Portanto, houve uma solugdo de compromisso entre o nimero de curvas para gerar a
exponencial média e o nimero de pontos considerados em cada exponencial. A correlagfo tende a
ser melhor quanto maior for o nimero de curvas utilizadas para gerar a média, pois isto reduz a
influéncia do ruido presente no sinal. Para tempos de vida pequenos, o nimero de pontos para o
célculo foi reduzido pois hd a influéncia da fonte e a relagdo sinal/ruido € muito baixa.
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Tabela 2 - Tempos de vida de fosforescéncia para a solugdo de Pd coproporfirina da

Figura 17.
[O,] (%) T (ps) Correlagdo Curvas x pontos
0 153,38 0,999 30 x 200
X 108,12 0,999 30x 200
1 27,14 0,999 60 x 40
48 9,42 0,998 100x 15
10,1 4,52 0,983 100x 8

Com o objetivo de verificar a relagdo de Stern-Volmer para diferentes solugdes e também
utilizar a outra substincia fosforescente, mais experimentos foram efetuados. O primeiro
experimento, cujos resultados sdo apresentados na Figura 18 e Tabela 3, mostra o efeito de um
solvente com maior viscosidade (glicerol) em conjunto com o indicador Pd coproporfirina. O tempo
de vida de fosforescéncia é diretamente proporcional ao coeficiente de viscosidade (Vanderkooi e
Berger, 1989). Na Tabela 3 apresentam-se tempos de decaimento medidos para a solugdo da Figura
18, composta de 13,5 % H,0, 0,7 % DMF e 85,7 % glicerol. O aumento do tempo de vida
proporcionou uma maior faixa de utilizagdo do sistema para a medicéo de [O,]. Para o caso anterior,
a maior concentragdo para a qual se mediu tempo de vida foi 10,1 % de oxigénio, no limiar do
instrumento. Neste caso, pode-se medir concentragdes de até 100 %. Em contrapartida, aumentou o -
tempo necessario de borbulhamento das misturas gasosas para o equilibrio pela menor capacidade
de difusdo do oxigénio nesse meio.
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Figura 18 - Relagdo de Stern-Volmer para Pd coproporfirina ( 13,5 % H,0, 0,7 % DMF,
85,7 % Glicerol ) com pH 7,2. 0.D. = 0,2 (389,8 nm). T =20 °C. 1, = 912,79 ps. 1/t
=1+ 0,875.[0,]).
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Na Figura 18, ampliou-se & direita, a regifio com maior namero de pontos. A inclinagio da
reta (coeficiente angular) € menor para este caso do que para o anterior, o que significa uma menor
sensibilidade de medigdo de oxigénio. Isto se deve a uma menor mobilidade das moléculas no meio
aquoso contendo glicerol, o que implica em menor exting@io de fosforescéncia (menor probabilidade
de colisdes intermoleculares).

Tabela 3 - Tempos de vida de fosforescéncia para a solugdo de Pd coproporfirina em
glicerol da Figura 18.

[O,] (%) T (us) Correlagdo Curvas x pontos
0 912,79 0,999 10 x 740
1 469,208 0,999 8x 720
4,8 163,89 0,999 20 x 300
10,1 93,162 0,999 20x 180
100 10,32 0,999 80 x 20

Outro experimento foi efetuado com Pd-meso tetra (4-carboxifenil) porfina. A solugdo foi
preparada com as mesmas propor¢des de agua e dimetilformamida que a solugdo de Pd
coproporfirina da Figura 17. Embora os tempos de vida tenham sido equivalentes aos de Pd
coproporfirina, a intensidade de fosforescéncia observada foi bem menor. Para medir a
fosforescéncia, aumentou-se o ganho do amplificador de transimpedancia em aproximadamente
65.000 vezes em relagdo a Pd coproporfirina.

Os resultados para Pd-meso tetra (4-carboxifenil) porfina (Figura 19) mostram que a
sensibilidade do método ¢ diminuida na presenga de proteinas como é o caso da albumina bovina
(BSA). Vanderkooi et alii (1987) verificaram que os tempos de vida de fosforescéncia tornam-se
independentes da densidade dptica da solugdo com o uso de BSA, enquanto que sem a mesma, o
tempo de vida observado diminui 4 medida que aumenta a densidade optica da solucdo analisada.

Os coeficientes angulares das retas de regressdo obtidas para os dados da solugdo de Pd-
meso tetra (4-carboxifenil) porfina sem BSA e com BSA, sdo, respectivamente 2,978 e 1,776.
Utilizando-se o tempo de vida medido para o gas “nitrogénio padrdo comercial” e usando a
equagdo da reta ajustada para a relagdo de Stern-Volmer da solugdo de Pd-meso tetra (4-
carboxifenil) porfina, obtém-se uma concentrago de oxigénio de 0,124 %. Este valor é muito
proximo daquele obtido (0,128 %) com os dados da Figura 17 para Pd coproporfirina, o que
reforga a validade do método de medigdo.
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Figura 19 - Relagdo de Stern-Volmer para Pd-meso tetra (4-carboxifenil) porfina (87,21 %
H,0, 12,78 % DMF) com pH 7.2. O.D. = 0,2 (422,2 nm). V - solugdo sem BSA
apresentando 1, = 192,25 pus, 1, = 140,26 ps, t, = 38,42 us, 1,5 = 12,75 ps. o - solugdo
com BSA apresentando t,=29590 ps, 1,=94,70 us, 1,3, =47,72 use 1,5, =2326 pus. T
=22°C.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um instrumento capaz de medir tempos de
vida de fosforescéncia e aplica-lo na monitoriza¢do de oxigénio em meios aquosos. Em termos de
desempenho, o sistema é capaz de medir tempos de vida tdo pequenos quanto 5 us (contra 30 us em
outros sistemas, vide p. ex., Gewehr e Delpy (1993)). cobrindo dessa forma uma ampla faixa de
concentragio de oxigénio. Entretanto, essa caracteristica nem sempre foi suficiente para monitorar
concentragdes elevadas (> 10 %) de O,. Isso se deve a grande atividade das moléculas das
substincias fosforescentes em solugdes aquosas, 0 que provoca alta taxa de auto-extingdo.
Utilizando-se o instrumento para medigdes de pressdo parcial de O, com as substincias
fosforescentes imobilizadas em polimeros, os tempos de vida de fosforescéncia envolvidos sao
maiores (Gewehr, 1991), consequentemente ampliando a faixa de medig¢8o do instrumento. De fato,
o instrumento desenvolvido com algumas adaptagdes tem sido utilizado para o desenvolvimento de
membranas sensoras para a medigdo de oxigénio gasoso, as quais apresentam sensibilidade
adequada, confiabilidade e pequeno tempo de resposta (Jakubiak et alii, 1996).

Tomando-se os tempos de vida da Figura 17, eles sdo menores do que os obtidos por Gewehr
(1991) em condigdes semethantes. Esses resultados provavelmente se devem ao fato de ndo se ter
um gas de referéncia com rigorosamente 0 % de oxigénio neste trabalho (Tabela 1), contra 100 %
sem O, no caso citado. De fato, o método dptico de medigdo descrito é sensivel para concentragdes
de oxigénio em meio aquoso da ordem de nM (Vanderkooi et alii, 1987). Outro motivo, menos
importante, é o fato de se ter uma densidade dptica menor naquele caso que aqui, uma vez que os
tempos de vida s@io inversamente proporcionais & densidade éptica da solugdo (Vanderkooi e
Berger, 1989). De qualquer maneira, verifica-se a grande sensibilidade do método, pois a pequena
quantidade de moléculas de oxigénio (< 0,0001 %) presente no gas (99,999 % N,) foi suficiente
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para provocar uma diminui¢do do tempo de vida. Os valores maximos e minimos de concentragio
de oxigénio que podem ser medidos variam de um experimento para outro em fungfio das
caracteristicas da solug@io fosforescente preparada e do meio. Pelos dados da Figura 17, por
exemplo. conclui-se que para a reta ajustada e, considerando-se 0 menor tempo de vida mensuravel
pelo instrumento igual a 5 ps (1, = 153,38 us), obtém-se um valor maximo de concentragdo de
oxigénio determinado pelo instrumento para a solugiio em questdo, igual a 9,11 % O,. No entanto,
um valor maior de oxigénio foi medido para o caso comprometendo a confiabilidade do resultado
pela menor correlagdo apresentada (vide Tabela 2).

O instrumento desenvolvido pode sofrer alteragdes eletrnicas e Opticas que configurem
melhoria para o mesmo. Observa-se, p. ex., que a utiliza¢io da energia da ldmpada xenon é muito
pequena na excitagdo da solug@o fosforescente. Com os dados de transmitdncia do caminho 6ptico
de excitagdo (Figura 13), a faixa de passagem pode ser aproximada a forma de um retingulo com
transmitancia de 0,65 de 370 a 430 nm. Dos dados do fabricante (EG&G, 1992), verifica-se que a
lampada emite ~ 11,7 % de sua energia radiante para a faixa. Se apenas 65 % (transmitincia
méxima) dessa energia atravessa os filtros de excitagfo, tem-se um valor parcial de 7,6 % da energia
total. H4 ainda perdas em fung@o do arranjo mecénico no caminho de excitagdo. A lampada possui
uma janela de emissdo com diametro de 14,3 mm (4rea de emissdo = 160,61 mm?) e o duto de
conexio para a cubeta um didmetro interno de 9 mm (drea = 63,62 mm?), igual 4 incidéncia de luz
na cubeta. Assim, em fun¢o do arranjo (area util de excitagéo por area de emissio), supde-se uma
perda da ordem de 60 %. Este valor associado a 7,6 % (acima), evidencia que apenas 3 % ou menos
da energia emitida pela ldmpada chega a solugdo. Isso sugere a possibilidade de utilizagdo de
dispositivos de excitagdo com menor emissdo de energia. Lembra-se que a lampada xenon foi
escolhida, entre outros motivos, por ser uma fonte Optica versatil. Assim, outro trabalho vem sendo
desenvolvido em continuidade a este, referindo-se a possibilidade de se utilizar componentes
Opticos mais compactos e de menor custo. LEDs (Diodos Emissores de Luz) vém sendo testados
como fonte de excitagdo e, como detector uma vélvula fotomultiplicadora mais compacta de
tecnologia mais avangada. Os resultados até o momento, entretanto, apresentam baixa relagdo
sinal/ruido para o sinal de fosforescéncia (Branco ef alii, 1996).
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SPECTROPHOTOMETER FOR THE MEASUREMENT OF TIME RESOLVED
PHOSPHORESCENCE APPLIED TO OXYGEN MONITORING

F. K. Schneider! and P. M. Gewehr?

ABSTRACT -- This work describes the development of an opto-electronic instrument
for the measurement of phosphorescence lifetimes. It is applied for monitoring oxygen
concentrations in aqueous solutions using metalloporphyrin probes which present room
temperature phosphorescence. This technique presents advantages over other optical
techniques which are used for oxygen measurements as, for example, fluorescence
intensity. The implemented instrument consists of a pulsed optical source, lenses and
optical filters for wavelength selection in the excitation and emission pathways, a
photomultiplier tube coupled to an amplifier. an analog to digital converter board
connected to a microcomputer IBM-PC and a software implemented in C language. The
instrument is capable of measuring lifetimes as short as 5 us and besides the application
here reported, it has been used as a base for the development of gaseous oxygen partial
pressure sensors.

Keywords: Opto-electronic, Phosphorescence, Lifetimes, Oxygen.
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