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Development of a Handmade Fluorometer and Proposals for its
Application in Practical Courses of Instrumental Analytical Chemistry in
the Graduation

Abstract: This work proposes the development and use of a homemade fluorimeter from
electric/electronic low cost materials and scraps, as a didactic resource for motivating the
investigation of the fluorescence phenomena in analytical chemistry courses. Some tasks
about quinine using this craft are also proposed, such as, analysis of excitation and
emission spectra so that the student can learn how to set the best wavelengths to perform
guantitative measurements, studies of pH changes and halide ions effects on its
fluorescence signal. The developed equipment is very simple allowing the student to
understand the principles involved on its construction.
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Resumo

Este trabalho propde o desenvolvimento e utilizacdo de um fluorimetro artesanal
fabricado a partir de materiais elétrico/eletrénico de baixo custo e sucata, como recurso
didatico na motivacdo da investigacdo do fendmeno de fluorescéncia em cursos de
guimica analitica. Algumas atividades sdo propostas em relagdo a quinina usando-se este
equipamento, como: andlises dos espectros de excitacdo e emissdo de forma que o
estudante possa aprender como escolher os melhores comprimentos de onda para a
realizacdo de medidas quantitativas, estudos de mudanc¢a de pH e efeitos de ions haletos
sobre o sinal de fluorescéncia. O equipamento desenvolvido é muito simples permitindo
gue o estudante compreenda os principios envolvidos em sua construgao.
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1. Introdugao

Luminescéncia é um termo que se refere
ao fendbmeno de emissdo de radiagdo por
moléculas apds sua excitagdo, gerando uma
espécie cujo espectro emitido fornece
informagbes que  permitem  analises
qualitativas e quantitativas. Existem trés
técnicas analiticas relacionadas com este
fendbmeno que sdo: as espectrometrias de
fluorescéncia molecular, de fosforescéncia e

de quimiluminescéncia.™

Na quimiluminescéncia a espécie excitada
é gerada por uma rea¢do quimica. Esta
espécie pode ser o produto da reacdo do
analito com um reagente apropriado
(geralmente um oxidante forte como o
peroxido de hidrogénio, H,0,), o que torna
possivel obter o espectro do produto da
oxidacdo do analito ou do reagente. Outra
circunstancia é aquela em que o analito ndo
estd diretamente envolvido na rea¢do, mas
pode inibir ou catalisar a reagdo
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guimioluminescente e estar relacionado
quantitativamente com estes processos. "

Os fenomenos da fluorescéncia e
fosforescéncia se assemelham quanto a
forma de excitacdo da molécula que é feita
por absorcdo de fétons de uma fonte externa
de radiacdo e, desta forma, podem ser
denominados por um termo mais genérico: a
fotoluminescéncia. A liberacdo de fotons pela
molécula excitada estd associada a
fendbmenos radiativos em que parte da
energia inicialmente absorvida é dissipada
em outras formas de transicdao nao radiativas,
como por exemplo, produzindo calor e
vibracbes nas moléculas, antes de retornar
ao estado fundamental (Figura 1). A
fosforescéncia se difere da fluorescéncia pelo
fato das transi¢des eletrbnicas responsaveis
por esta Ultima ndo envolver mudanca de
spin eletrbnico, mas apenas relaxamento
vibracional até niveis eletr6nicos menos
energéticos sem desemparelhar os spins. O
emparelhamento de spins caracteriza o
estado singleto. Antes da emissdo de
fluorescéncia, ocorre a transicio de um
estado singleto excitado para outro estado
singleto  excitado menos  energético,
correspondendo a um fenémeno chamado
de conversdo interna. Como consequéncia, a
emissdo de fluorescéncia se manifesta em
um periodo de tempo menor que 10° s
cessando, quase que instantaneamente,
quando a fonte de excita¢do é desligada. Em
contraste, na fosforescéncia ocorre uma
mudan¢a de spin, antes da emissdo da
radiagdo, com desemparelhamento de
elétrons. O sistema passa de um estado
singleto excitado para um estado tripleto
excitado (que é mais estdvel e menos
energético), fendmeno este conhecido como
cruzamento intersistemas. Isto faz com que a
emissdao de radiacdo se mantenha por um
periodo de tempo maior, geralmente varios
segundos, mesmo apdés o término da
excitacdo.™

Vo

Nos métodos de fotoluminescéncia, a
substancia é excitada por radiacdo de
comprimento de onda mais curto (mais
energético) do que a radiagdo emitida
(menos energética). A luz emitida por
fluorescéncia ou fosforescéncia costuma se
situar na regido visivel, enquanto a radiacao
original (excitante), absorvida pela
substancia, geralmente estd na regido do
ultravioleta. A emissdo de luz em
comprimento de onda maior do que a
aplicada na excitacdo decorre da perda de
energia por relaxamento ndo radiativo dos
elétrons para niveis eletrénicos mais baixos
(Figura 1). Este fendmeno é conhecido como
deslocamento Stokes.’

A maioria das moléculas ndo apresenta
fluorescéncia eficiente. Em vez de liberar a
maior parte da energia de seu estado
excitado sob a forma de luz, grande parte é
perdida na forma de calor para seu entorno.
As moléculas que apresentam fluorescéncia,
em geral, tém estruturas rigidas, muitas
vezes sdo planas e apresentam sistemas
aromaticos.®

,

O fendbmeno da fluorescéncia é muito
atraente e desperta interesse. E muito
curioso perceber que uma solugdo brilha
guando submetida a um tipo de luz
imperceptivel aos olhos. Em algumas casas
noturnas a iluminagdo é feita com lampada
UV conhecida por “luz negra”, uma fonte de
radiacdo ultravioleta menos energética, que
consiste de lampadas que emitem luz com
comprimento de onda médio em torno de
360 nm, utilizada para provocar efeitos
visuais de fluorescéncia nas vestes das
pessoas e em algumas bebidas a base de
quinina (agua tonica). Lampadas que emitem
luz na regido UV de onda longa ou “luz negra”
sdo também utilizadas na industria,
laboratdrios quimicos e em artes visuais para
revelar imagens e tragos que ndo sdo visiveis
a luz convencional.
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Figura 1. Diagrama de Jablonsky mostrando as transi¢cdes eletronicas e relaxamento ndo
radiativo antes da emissdo da radiagdo de fluorescéncia e fosforescéncia. (Professor
Aleksander Jablonsky nasceu em 26 de fevereiro de 1898 em Voskresenovka, na Ucrania.
Antes de se dedicar totalmente a Fisica, atuou como musico (violino) na Opera de Varsdvia
(1921-1926). O seu estudo de doutorado em Fisica rendeu-lhe o artigo “On the influence of the
change of the wavelength of excitation light on the fluorescence spectra” publicado em 1930.
Em 1935, prop6s um diagrama de transi¢cGes eletronicas, conhecido pelo seu nome, que
explicava a cinética e ambos os espectros de fluorescéncia, fosforescéncia.®)

A fluorescéncia molecular estd presente
em muitas substancias que fazem parte do
nosso dia-a-dia. Além da quinina da agua
tonica, alguns exemplos sdo os alvejantes
Opticos presentes em sabdes para roupas, as
vitaminas do complexo B, a clorofila,
pigmentos presentes em algumas tintas,
flavonoides em flores, o alcaloide B-carbolina
e a 4-metil-7-hidroxicumarina existentes na
cuticula de escorpides, etc.”® Atualmente, o

uso da fluorescéncia molecular é uma
poderosa ferramenta de investigacio em
diversas dreas. Algumas aplicacbes em
Quimica Analitica sdo: a quantificacdo de
substancias de interesse ambiental,®™®
farmacolégico,”'16 alimentar.'”*° Os sensores
de fluorescéncia sdo muito empregados em
detectores para Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), técnica analitica
empregada na identificagdo, quantificagao,
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separacdo e purificacdo de inUmeras espécies
quimicas;*** principalmente no
desenvolvimento de métodos mais sensiveis
gue se baseiam no aumento da fluorescéncia
provocado por nanoestruturas.”** Podemos
citar ainda, o emprego de detectores de
fluorescéncia em sistemas de analise por
injecdo em fluxo,">*® bem como, a associacdo
desses detectores a métodos de separagdo e
pré-concentracdo para melhoria do poder de
deteccdo de espécies quimicas que ocorrem
em quantidades muito pequenas,”’*® entre
outras aplicagdes. Na Biologia podemos citar
o emprego da microscopia de fluorescéncia
na deteccdo de estruturas celulares.”®*

A intensidade de fluorescéncia de uma
substancia é proporcional a sua massa, uma
propriedade bastante  util para o
desenvolvimento de métodos quantitativos.
Os equipamentos disponiveis para este fim, a
depender do nivel de complexidade, podem
ser muito caros e a aquisicdo dos mesmos
apenas se justifica quando aplicados a
pesquisa. No entanto, os principios aplicados
na construcdo destes equipamentos podem
ser simplificados, tanto em escala, como na
parte tecnoldégica, de modo a permitir a
fabricacdo de instrumentos artesanais
capazes de realizar medidas de fluorescéncia.
E claro que estes instrumentos artesanais
apresentam limitagdes quando comparados
aos equipamentos comerciais, porém, sua
constru¢do possibilita aos alunos de
graduagao um melhor dominio dessa técnica
instrumental e uma maior compreensdo do
fendmeno da fluorescéncia.

Normalmente, as aulas praticas de
Quimica Analitica Instrumental na graduacgao,
que abordam técnicas de espectrometria de
fluorescéncia molecular, s ocorrem quando
ha a disponibilidade de espectrofluorimetros
comerciais, geralmente adquiridos com
recursos destinados a cursos de pos-
graduacdo e projetos de pesquisa, devido ao
custo elevado deste equipamento.*’ Desta
forma, os alunos de instituicdes que ndo
desenvolvem pesquisas nesta area deixam de
vivenciar um importante fenébmeno dptico e
uma sensivel técnica de quantificagdo.

Neste trabalho, pretende-se propor

Vo

atividades para aulas praticas de disciplinas
relacionadas a Quimica Analitica Instrumental
que despertem o interesse dos alunos da
graduacdo na investigacdo do fenbmeno da
fluorescéncia molecular desenvolvendo as
seguintes abordagens: (1) constru¢do de um
fluorimetro artesanal com material de baixo
custo, (2) andlise de espectros de
fluorescéncia da quinina, (3) a investigacao
do efeito do pH e da presenca de sais de
haletos na intensidade de fluorescéncia da
quinina e (4) medicdo da intensidade da
radiacdo de emissdao empregando um
medidor de fluorescéncia artesanal de forma
que o aluno perceba os principios de seu
funcionamento, e seja capaz de entender a
correlacdo entre a concentracdo da
substancia fluorescente e a intensidade da
fluorescéncia emitida, bem como, a aplicacado
dessa técnica na andlise de amostras reais.

2. Parte experimental

2.1. Materiais

Para a medida da intensidade de
fluorescéncia das solugBes trabalhadas foi
utilizado um fluorimetro de construgao
prépria (FCP). O sinal analitico obtido no FCP,
relacionado a intensidade de fluorescéncia,
foi medido em milivolts (mV). Sulfato de
quinina  ((CyH2N>0,),.H,S04.2H,0, Sigma-
Aldrich) foi utilizado no preparo das solugdes
padrdo. As solu¢bes de quinina foram
preparadas em H,SO, 0,05 mol LY As
solugdes tampdo utilizadas foram de
concentragdo 0,1 mol Lte pH entre 1,6-5,7:
glicina (1,6 e 2,0) e acetato (3,7; 4,8 e 5,7).
Uma solugao de NaCl 0,05 mol L™ foi utilizada
para o estudo do efeito de supressdo da
fluorescéncia por ions cloreto. As amostras
de agua tonica foram adquiridas no comércio
local. Os dados foram coletados e tratados
utilizando o programa Origin Pro 8.1°.
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2.2. Construgdo do fluorimetro (FCP)

O fluorimetro de construgcdo prépria
(Figura 2) foi projetado visando o
aproveitamento ou reciclagem de materiais
eletronicos de baixo custo e material de
sucata. A motivacdo para construcdo do
fluorimetro de construgao prépria surgiu a
partir da leitura de artigos sobre o tema

de Oliveira, D. M. et al.

publicados pelos autores: Sartori & Loreto’’;
Wahab* e Tedetti, Joffre & Goutx.>** O
modelo construido apresenta algumas
caracteristicas, tais como: a montagem
compacta do sistema; a obtencdo do sinal
analitico na forma de voltagem; a instalacdo
de um vao apds o compartimento da cubeta,
para evitar a reflexdo da radia¢do e geragao
de luz espuria e o acoplamento do filtro de
radiacdo na prépria cubeta da amostra.

tampa (PVC)

(E)

corpo e suporte C volt_irr_letro
para amostra ( ) digital
detector 1040
camara para (D)\® B mV
cubeta ( )
i - fonte
100-300 V (AC) suporte
(A) (MDF) com. 4
furos | |
AC/DC —(3 mm)| —
fonte 6 V (DC) ( ) cabos de ligagao
DETALHE - DETALHE
detector (D) VISTA A-A - fonte (B)
- camara para corpo (MDF)
cubeta (PVC)
suporte

LED UV no interior do
tubo de PVC (6 mm)

(MDF)

)7te (B)

; A
AN

corte

tor(D)

LDR no interior do
detector (tubo 10 mm)

PLANTA BAIXA

(sem tampa)

Figura 2. Projeto esquematico do FCP. As dimensdes estdo disponiveis na Parte Experimental
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A montagem do FCP (Figura 3) foi feita
utilizando um tubo de PVC preto de 7,0 cm
de didmetro interno e 10,5 cm de
comprimento (suporte), montado sobre uma
placa de compensado de fibra de madeira
(base), tipo MDF, de 12 x 12 cm. No interior
do tubo, na parte superior, foi fixada uma
caixa de polipropileno preta com tampa
(dimensdes: 1,5 x 4,5 x 7,0 cm), a qual
constitui a cdmara com encaixe para a
cubeta. Esta camara foi conectada ao
detector e a fonte de luz UV por meio de
furos laterais. No espaco entre a camara e as
paredes internas do tubo suporte de PVC
foram instalados os circuitos de alimentacao,
conversdo e amplificacdo do sinal analégico
como tensdo de saida (V,), correspondente a
intensidade de luz fluorescente detectada da
amostra.

As pecas e componentes eletrénicos do
FCP foram adquiridos no mercado e sucata
doméstica reutilizada, constituindo as
seguintes partes (Figura 3): (A) suprimento de
energia elétrica para funcionamento do FCP,
obtido de uma fonte de alimentacdo tipo
conversor AC/DC com tensBes de entrada de
100-300V (CA), tensdo de saida para 6,0 V
(CC) e 1,2 Amperes de capacidade.
Alternativamente, a fonte de alimentacdo
pode ser substituida por 4 pilhas AA de 1,5V
ligadas em série em um suporte plastico para
pilhas; (B) fonte de radiacdo de excitagdo
constituida de LED de InGaN/Safira (400nm) e
resistor de 100 ohms, embutida em um
pequeno tubo de polipropileno preto de 0,6
cm, reutilizado de caneta esferografica; (C)
recipiente com a dupla fun¢do de porta
amostra e filtro de comprimento de onda,
constituido por uma cubeta quadrada de
polimetilmetaacrilato (PMMA, 1x1x5 cm)
forrada com trés laminas sobrepostas de
celofane; (D) detector da radiagdo
fluorescente, formado por um fotorresistor
tipo LDR, instalado no interior de um tubo de
PVC preto de 2,0 cm de comprimento e 1,3
cm de didmetro e circuito para extracdo do
sinal analdgico de tensdo, V., ligado ao
detector e constituido de um potenciometro
de 10° ohms (1 MQ) conectado em série com
o fotorresistor e (E) medidor indicador, tipo
multimetro digital, modelo DT-830B, ajustado
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na funcdo voltimetro e conectado aos
terminais do potencibmetro. Os tubos
contendo a fonte luminosa e o detector
foram fixados com massa epdxi nos furos
laterais na caixa de polipropileno com tampa
(cdmara). O assoalho da camara foi
preenchido com tiras de espuma vinilica
acetinada (EVA), de cor preta para acomodar
a cubeta-filtro perpendicularmente a fonte
de luz e ao detector de modo a estabelecer o
caminho o6ptico do fluorimetro. Todo o
interior da camara foi lixado internamente
para ndo refletir a radiacdo da fonte
diretamente para o detector. Foi deixado um
espaco vazio, apos o porta cubeta, para
atenuar a radiacdo que emerge apo6s esta
atravessar a amostra. O acabamento final do
exterior e do interior da camara foi feito com
uma camada de tinta acrilica preta fosca,
para reforcar a vedacdo e evitar a
sensibilizacdo do detector com luz ndo
fluorescente vinda do meio exterior. O
detector e a fonte de radiacdo foram
instalados a mesma altura em lados
adjacentes da cubeta-filtro formando um
angulo de 90°.

Foram preparadas quatro cubetas-filtros,
variando as cores dos celofanes (azul, verde,
laranja e vermelho). O numero ideal de folhas
de celofane sobrepostas para constituir um
filtro eficiente foi definido com base no valor
maximo de fluorescéncia obtido para uma
determinada concentrag¢do do analito. Para a
determinagdao da quinina, p. ex., foram
necessarias trés camadas de celofane verde
para o filtro.

A extra¢do do sinal de saida do FCP foi
feita com um circuito divisor de tensdo, que
permitiu a obten¢do de sinais de resposta
entre 0-2000 mV, com precisdao de + 25 mV.
Parametros considerados satisfatérios para
um equipamento analitico de uso didatico,
constituido por um detector baseado em um
sensor Optico simples, sem recursos de
amplificacdo oéptica de sinal, como tubos
fotomultiplicadores, os quais sdo altamente
sensiveis, mas que elevariam
significativamente o custo final do
fluorimetro caseiro proposto. O diagrama de
blocos (Figura 3.I) mostra os componentes
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R,= 10062 D
T Ws=6,0Vcc
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Fonte de
radiacio,

A 400nm
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Re= MO

]

Voltimetra

LDR,
(detector)

A-B: circuito de
extracdo do sinal
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% tensdo

R oa=(107-10°02)

B"F—“l

Figura 3. (I) Circuito elétrico do medidor de fluorescéncia molecular FCP com extracdo do
sinal por divisor de tensao, (ll) FCP em funcionamento: A — Conexdo elétrica da fonte retificada
de 100-300 VCA/6 VCC, 1A, (saida); B — fonte de radiagdo ultravioleta (UV-LED); C - Porta
cubeta (caminho 6ptico 1,0 cm); D — detector LDR em angulo de 90° com o tubo da fonte de
radiagdo, E - multimetro, (lll) Detalhe da cubeta modificada para medida de fluorescéncia: C.1 -
cubeta quadrada de polimetilmetacrilato (PMMA) 10 mm, 4,5 mL; C.2 — filtro verde de
celofane para medida da fluorescéncia da quinina e C.3 — suporte do filtro. Fonte: acervo de

fotos dos autores

3. Proposta de Atividade Pratica

3.1. Estudo dos espectros de excitagao e
emissao da quinina

Inicialmente, o aluno é levado a analisar
os espectros de excitacdo e emissdo, bem
como condi¢gdes experimentais necessarias
ao desenvolvimento da pratica visando a

determinagcdo do analito, tais como:
parametros instrumentais, influéncia do pH e
da presenca de ions haletos. Foi escolhida a
quinina em amostra de agua tonica. Para que
essa etapa da atividade se efetive, os
estudantes recebem os espectros de
excitacao e de emissao da quinina impressos
para observagdo e anadlise. Cabe ao professor
estimular a exploragdo destes espectros
chamando a atencdo para suas caracteristicas
e peculiaridades, além de formular perguntas
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sobre a escolha do comprimento de onda
adequado a excitagdo, bem como a escolha
do filtro que melhor selecionard o
comprimento de onda correspondente a
emissdo de  fluorescéncia para a
quantificacdo da quinina em uma solugao.

3.2. Estudo da dependéncia da
fluorescéncia em relagdao ao pH da solugao
de quinina

Nesta etapa, os estudantes sao orientados
a preparar solugdes padrdo de concentracao
20,0 mg L* de quinina, usando tampdes
adequados, em diferentes valores de pH (1,6;
2,5 3,7, 48 e 5,7). Em sequéncia, as
intensidades de fluorescéncia das solucdes
sdo medidas no FCP. Os estudantes sdo
conduzidos a reflexdo sobre o fen6meno e
propor explicacdes com base na observacao
da estrutura molecular da quinina (Figura 4) e
interpretacdo da curva referente ao grafico
de pH versus o sinal de saida, V, (Figura 6.11).

3.3. Estudo do efeito da supressdo da
fluorescéncia pelo ion cloreto

Para a avaliacdo da influéncia do ion
cloreto presente em solugdes de quinina, os
estudantes preparam solu¢bes padrdo de
concentragio 20,0 mg L' de quinina,
contendo volumes crescentes (0; 0,5; 1,0;
2,0; 4,0 e 6,0 mL) de solugdo de NaCl 0,05
mol L™. A intensidade de fluorescéncia dessas
solucGes é medida empregando-se o FCP e os
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dados utilizados para construir as curvas da
concentracdo de cloreto de sddio versus V; e
do logaritmo da concentracdao do ion cloreto
(log[CI']) versus V.. Ao estudante é solicitada
a andlise do comportamento das curvas e a
explicacdo as variagbes que ocorrem na
intensidade de fluorescéncia ao se aumentar
a concentracdo de NaCl na solugdo contendo
quinina.

3.4. Determinacgdo do teor de quinina em
agua tonica: observando a relagdo entre a
concentracdo de quinina e a intensidade de
fluorescéncia

A partir da solucdo estoque 100,0 mg L™
de quinina em H,50, 0,05 mol L%, os
estudantes preparam solugdes padrdao nas
concentracdes de 4,0; 8,0; 12,0; 16,0; 24,0 e
32,0 mg L'. Estas solucdes tém as
intensidades de fluorescéncia medidas no
FCP utilizando uma cubeta-filtro verde. Os
valores de concentracdo e do sinal V sdo
utilizados para construir a curva analitica. A
adgua toénica utilizada na determinacdo da
guinina é previamente diluida na razdo de 1:5
(v/v) com H,SO, 0,05 mol L? e as amostras,
preparadas em triplicata, sdo agitadas
vigorosamente para homogeneizacdo e
eliminacdo de bolhas de CO,, evitando com
isso, possiveis erros de medida do sinal
analitico. Os estudantes definem a equagdo
da reta ajustada a curva analitica, e com os
valores de tensdo, V. medidos nas amostras
de adgua toOnica, calculam o valor da
concentra¢gdo média de quinina nas mesmas
e a estimativa do erro experimental.

Figura 4. Estrutura molecular da quinina
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4. Resultados e discussao

A apresentacdo da  fluorescéncia
molecular a partir de materiais facilmente
encontrados no cotidiano desperta nos
alunos o interesse pelo seu entendimento.
Esta abordagem pode ser utilizada como
recurso didatico ao se tratar de conteldos
relacionados com a estrutura molecular da
matéria e suas interacbes com a luz, bem
como as transicdes eletrdnicas decorrentes e
os métodos analiticos desenvolvidos com
base nesses fendmenos.>>>’

A principal inovagdo  tecnoldgica
introduzida no  dispositivo  artesanal
apresentado neste trabalho consiste na
possibilidade de medir os valores de
intensidade de fluorescéncia em unidades de
tensdo elétrica, de modo similar ao que
ocorre em um fluorimetro comercial,
considerando que a voltagem é o sinal
analdgico de saida comum aos equipamentos
disponiveis em laboratdérios de Quimica
Analitica.

O medidor de fluorescéncia artesanal FCP
mostrou ser um equipamento facil de
construir e de operar, confidvel, robusto e de
baixo custo. As medidas da intensidade de
fluorescéncia foram, dentro da faixa testada,
proporcionais as concentra¢des do analito
nas amostras analisadas, mostrando que o
equipamento pode ser utilizado para anadlise
quantitativa, bastando para isso aplicar um
procedimento de calibragdo com solugdes
padrdo.

Alguns recursos técnicos propostos na
construcao do FCP proporcionaram medicdes
e afericGes mais cOmodas e confidveis, como
por exemplo, o design do compartimento de
amostra, construido para possuir um vao de
espaco vazio entre a cubeta e os limites dessa
camara, além de apresentar caracteristicas
especiais (paredes internas sem arestas, de
cor negra e fosca) para evitar que parte da
radiacdo de excitacdo retorne por reflexdo
para o detector como radiagdo espuria e
afete a precisdo das medidas. A instalagdo do
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filtro na proépria cubeta torna a sua
substituicdo um procedimento bastante
comodo e pratico; se uma substancia
demandar um filtro diferente para sua
determinacdo, basta substituir a cubeta por
outra com um filtro adequado.

A construcdo do fluorimetro artesanal
contribui para desmistificar a ideia de “caixa
preta” atribuida aos equipamentos
cientificos, cujo conteddo e funcionamento
se desconhecem, ou apenas pessoas ditas
“experts” tém acesso. Algumas propostas de
fluorimetros artesanais simples ou cuja
construgao demanda maior complexidade
podem ser encontradas na literatura.*3*4%*

O dispositivo FCP foi construido com
sucata e material elétrico e eletrénico de facil
aquisicdo e custo final acessivel, conforme
Tabela 1. A Figura 3.l mostra o dispositivo
FCP depois de montado e em funcionamento
e a Figura 3.1l mostram detalhes das cubetas
com filtros acoplados.

Durante a constru¢cdo do fluorimetro, o
aluno é convidado a pensar nas seguintes
guestdes: (1) Por que utilizar uma fonte que
emita radiac¢do ultravioleta para excitacdo da
molécula? (2) Por que o detector é
posicionado a um angulo de 90° em relacdo a
fonte de excitacdo? (3) Quais dificuldades
poderiam ser enfrentadas ao utilizar um
angulo de 180°? (4) Qual a fungdo do filtro de
celofane posicionado em frente ao detector?
(5) Por que algumas espécies quimicas
demandam filtros de cores diferentes? (6)
Como escolher estes filtros?

A quinina, cuja estrutura molecular é
apresentada na Figura 4, é um alcaloide de
massa molar 324,43 g mol™, extraido da
casca de Cinchona officinalis L, planta
conhecida pelo nome popular de quinquina
que foi utilizada por muitos anos como
agente no combate aos sintomas da malaria.
As formas de uso medicinal sdo o di-
hidrocloridrato de quinina ou o sulfato de
quinina.43
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Tabela 1. Componentes do FCP adquiridas no comércio de Jequié/BA

Vo

Componentes Especificacdo Fabricante Custo (RS)
A- Fonte de alimentacao 1 fonte retificada de 100-300VCA/6VCC (saida) D-Link (China) 10,00
B- Fonte de excitacdo 1 LED-UV ( & 390-405 nm)™Y Genérico (China) 1,50
B.1- Resistor 1 Resistor 100 Ohm/1/8 W/ 5% toleréncia. Genérico (China) 0,50
C- Porta amostra 1 Caixa de polipropileno de cor preta utilizada para embalar chicletes Clicletes Mentos (Brasil) 4,00
C.1- Cubeta 3 Cubeta de polimetilmetacrilato (PMMA) 45 x 10 mm - 4,5 mL Genérico (China) Lojalab 16,00
C.2- Padrdao quinina 5% | Refrigerante a base de quinina Schim (Brasil) 1,80
(amostra teste)

C.3- Filtros de banda de | 4 Folhas de papel celofane transparente (verde, amarelo, azul e vermelho).(z) Genérico, papelarias | 2,80
frequéncia de (Brasil)

florescéncia

D- Detector 1 LDR, d.i. = 10 mm/10-3-10 KQ® Token (Taiwan) 5,00
D.1- Resistor de ajuste da | 1 Potencidmetro de 1 MQ Shenzhen Sealand (China) 12,00
tensdo de saida

E- Registrador 1 Multimetro digital DT-830B com voltimetro VCC (escala 0-4,0 volts) Smart (China) 25,00
F- Invélucro externo de | 1tubo de PVC de 15,0 cm (d.i de 50 mm). Sobras material construgao | 4,00
Sucata de tubo de PVC da UESB.

F.1- Tubos para | 3 Tubos de plasticos PU ou PVC: 1 de 10,5 cm (d.i de 70 mm) 1 de 5,0 cm | Recurso préprio obtido de | 0,00
sustentagdo, colimagdo | (d.i.=6 mm) e 1 de 2,0 cm (d.i = 10 mm), utilizados para (1) montar o FCP, | canetas usadas

da luz e protecdo da | (2) embutir os conjuntos LED-resistor e (3) proteger o LDR.

fonte de UV e do

detector.

F.2- Sucata MDF4 2 Placas de compensado MDF 6 mm de espessura (10x5e 12 x 12 cm). Sobras de marcenarias 0,00
Custo Total 82,60

Notas: (1) LED — Light emissor diode; (2) Para amostras de riboflavina (Vitamina B2) e quinina, utilizar filtro verde. Para clorofila, utilizar filtros vermelhos.

(3) LDR — Light dependent resistor; (4) MDF — Medium-Density Fiberboard (em inglés) ou placa de fibra de madeira de média densidade.
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A 3agua ténica é uma bebida carbonatada
que contém quinina. A bebida ganhou este
nome pelos seus efeitos terapéuticos e pelo
seu sabor desagradavel. Quinina era
adicionada a bebida como um profilatico
contra a malaria, desde que foi originalmente
intencionada para seu consumo nas zonas
tropicais da India e Africa onde a doenca era
uma epidemia. Contudo, hoje em dia, a agua
ténica contém uma insignificante quantidade
de quinina para ter efeitos terapéuticos, e é
somente consumida pelo seu apreciado sabor
levemente amargo. A quinina é um composto
gue apresenta alta fluorescéncia em solugées
acidas diluidas, podendo ser determinado em
guantidades traco. O sulfato de quinina é
utilizado como padrdo pelos fabricantes de
fluorimetros e espectrofluorimetros para
indicar a sensibilidade de seus equipamentos.

Os espectros de excitacdo e emissdo de
fluorescéncia ndo podem ser obtidos no FCP.
Porém, a analise destes espectros é uma
atividade muito elucidativa e contribui para o
aluno entender como se da a escolha dos
comprimentos de onda de excitacio e
emissdo para cada substancia estudada,
antes de um experimento quantitativo com o
FCP.

Os espectros de excitagdo e emissdao de
fluorescéncia molecular podem ser obtidos
usando-se um espectrofluorimetro
convencional. Este é um instrumento que
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utiliza dois monocromadores sofisticados
como as redes de reflexdo (e ndo filtros de
absorcdo como nos fluorimetros) para
selecdo dos comprimentos de onda de
excitacdo e de emissdo. A Figura 5 apresenta
os espectros de excitacdo e emissdo de
fluorescéncia molecular obtidos em um
espectrofluorimetro, a partir de uma solugao
de quinina em meio de H,SO, 0,05 mol L
em comprimentos de onda distintos.**

A exploracdo dos espectros apresentados
na Figura 5 é uma oportunidade didatica de
aprendizagem sobre o uso do fen6meno da
fluorescéncia em analise quantitativa. Sendo
assim, o aluno é convidado a pensar sobre as
seguintes questdes: (1) Nos espectros de
excitagdo molecular da quinina se observa
um pico intenso centrado em 240 nm. Por
que nao se utiliza este comprimento de onda
para a determinagdo dessa substancia? (2)
Qual o segundo comprimento de onda pode
ser utilizado para excitagdo da quinina? (3)
Com base nos espectros da Figura 5, quais os
comprimentos de onda de excitacdo e
emissdo que devem ser escolhidos para
medir teores de quinina com maior
sensibilidade? Por qué? (4) O que acontece
com o perfil e com a intensidade de emissdo
da quinina quando se opta por trabalhar com
os comprimentos de onda mais curtos do
espectro de excita¢do?

121 Espectros de excitagio Espectros de emissio
L A'Ernissiu =413 nm 4: }\'Exritacio =367 nm
107 2: )\'Emissin =473 nm 5 }\'Exritacio =327 nm
31 7\'rmissiu =453 nm 6: ?\'exritaqin =347 nm

Intensidade de emissido
(=)}

Mnex = 348 nm

‘max

Amax = 453 nm

220 270 320 370

420 470 520 570

A (nm)

Figura 5. Espectros de excitacdo e emissdo em diferentes comprimentos de onda para a
quinina em meio de H,S0, 0,05 mol/L. Fonte: Aucejo, Estellés e Hernandez, pag. 73%
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Respondendo estes questionamentos, o
aluno é levado a considerar que,
independente do comprimento de onda
fixado para excitacdo ou emissdo de uma
molécula, os perfis dos espectros sao
mantidos, havendo mudangas na magnitude
das intensidades. Na Figura 5 é mostrado o
estudo do espectro de excitacdo, no qual
foram selecionados trés diferentes
comprimentos de onda para a medida da
intensidade de emissdo. Deve-se notar que a
intensidade mais alta ocorre para o
comprimento de onda em 453 nm. Este é o
valor que atinge o mdaximo da intensidade
para o espectro de emissao de fluorescéncia.
O mesmo raciocinio pode ser empregado
para analise dos espectros de emissdo
obtidos para trés diferentes comprimentos
de onda que excitam as moléculas de
quinina. Uma maior intensidade de emissao
ocorre quando se utiliza luz de comprimento
de onda em 347 nm para excitacdo.
Notamos, no entanto, que este pico é o
segundo mais intenso do espectro de
excitacdo, depois do pico em 240 nm. A
escolna do comprimento de onda de
excitacdo para uma espécie fluorescente é
decorrente da consideracdo de diferentes
aspectos, nao apenas a intensidade de
emissdo, mas também, a comodidade
operacional e a robustez dos resultados
gerados. Por isso, uma fonte de luz UV com
Amix €M 240 nm ndo foi selecionada para
excitar a molécula de quinina, pois, apesar de
ser mais intensa, apresenta resposta com
pouca robustez. Como se trata de uma banda
de excitacdao muito estreita, em torno de 245
+ 15 nm, o efeito de uma pequena variacdo
na fonte de excitacdo, além desses limites,
resulta em grandes erros de medida. Além
disso, a faixa de trabalho de comprimento de
onda entre 230-260 nm fica situada em uma
regiao do uv que encareceria
significativamente o preco da fonte de
radiacdo e exigiria cuidados adicionais com
seguranc¢a, como o uso de dculos especiais,
por se tratar de uma regido do UV que pode
provocar lesdes aos olhos do operador.

A fonte de excitacdo utilizada no FCP foi
um UV-LED, que emite luz UV em uma
pequena faixa de comprimentos de onda em
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torno de 400 nm (pico maximo), funcionou
de modo eficaz na analise da quinina e pode
também servir para analisar outras espécies
com espectros de excitagdo entre 350-450
nm. Entretanto, para moléculas que
necessitem de radiacdo eletromagnética de
comprimento de onda mais energéticos,
inferiores a 350 nm para excita¢do, o UV-LED
deve ser substituido. Atualmente,
encontramos  disponiveis no mercado
diversos UV-LED’s que emitem radiacdo em
comprimentos de onda que vao de 350 a 280
nm, e até mesmos UV-LED’s de A, menor
gue 265 nm (deep UV-LED), utilizados para
desinfeccdo bioldgica de dgua e ferramentas
cirargicas.

A Lei de Beer-Lambert mostra que a
intensidade de fluorescéncia molecular (l;) é
proporcional a intensidade da energia
radiante absorvida (Py-P), sendo P, a energia
total incidente e P a energia ndo absorvida ou
transmitida. Para uma  determinada
substancia, P esta relacionada
exponencialmente com a concentracdo (C) e
com a absortividade molar (g) dessa
substancia. Sabendo-se que If = K (Po-P) = K
Po(1 — P/Py), onde K é uma constante que
depende das condi¢des experimentais e do
rendimento quantico (razdo entre numero de
fotons fluorescentes e fétons absorvidos), a
fracdo de energia radiante absorvida pela
substancia é P/P, = 10 onde b é igual ao
caminho éptico, portanto, I; = K (1 —10"8“),
nesta expressdo o termo (1 —10°*) pode ser
expandido a uma série de Maclaurin. A
analise dos termos da série obtida, nos leva a
concluir que a intensidade de fluorescéncia
pode ser dada por I; = 2.303(ebC) K Py ,
quando a parcela correspondente a
2.303(ebC) for menor que 0,05 e, assim, os
termos subsequentes da série tornam-se
despreziveis. E, isso sé é possivel para
solu¢Ges diluidas da substancia fluorescente.
Sem duvida, a andlise deste fenémeno dptico
nos leva a concluir que uma solugdo
concentrada de uma substancia que absorve
fortemente (grande absortividade molar)
tendera a absorver toda ou quase toda a
radiacdo luminosa incidente na parte da
solucdo que esta mais proxima da fonte de
radiacdo, ndo permitindo que o feixe de luz
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atravesse toda a extensdo da amostra,
tornando-o fraco ou até mesmo extinguindo-
o, assim, podemos verificar
matematicamente que o valor de I; tenderd a
se tornar constante (lf = KPy), ndo mais
respondendo as variagdes de concentragdo
da substancia fluorescente, C. Deste modo,
visando contornar os fatores limitantes acima
expostos, a analise de uma amostra real foi
antecedida pela preparacdao de uma curva
analitica. As solucdes padrdao do sulfato de
quinina foram preparadas em H,SO, 0,05 mol
L". As preparacdes em meio 4acido
objetivaram uma maior eficiéncia na
fluorescéncia e melhoria da sensibilidade,
porque a molécula de quinina apresenta
maior estabilidade quando protonada.’?

A curva analitica da Figura 6.1 obtida com
as leituras das intensidades de fluorescéncia
contra os valores das concentracbes de
solucdes padrdo (4,0 a 32,0 mg L™), mostrou
um excelente ajuste a funcdo linear (y =
53,39x + 2644) em que y é o sinal analitico
(mV) e x é a concentragdo (mg L?). A curva
analitica obtida apresentou linearidade, com
coeficiente de determinacdo igual a 0,9980. A
amostra de 4gua tonica foi diluida na razdo
de 1:5 (v/v) com solu¢do de H,S0O, 0,05 mol L

para que seu sinal de emissdo de
fluorescéncia ocorresse dentro da faixa
dindmica linear do método. Na analise de
uma amostra de dgua tbnica, realizada com o
FCP, a concentragdo de quinina encontrada
foi de 79,80 + 0,02 mg L. Como a
concentragdo maxima de quinina permitida
nesta bebida é 83 mg L™,* pode-se notar que
o equipamento desenvolvido pode ser
aplicado na andlise deste tipo de amostra.

Paralelamente, também foi realizado um
estudo utilizando o FCP para se observar o
efeito do pH sobre a intensidade de
fluorescéncia de uma solugdo de quinina.
Compostos aromaticos com substituintes
acidos ou basicos no anel, como é o caso da
quinina, normalmente apresentam a
fluorescéncia dependente do pH. Os
comprimentos de onda e a intensidade de
emissdo sdo diferentes para as formas
ionizadas e ndo ionizadas de um composto
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fluorescente. Esse  estudo, conforme
representado na curva da Figura 6.1, foi
realizado com solu¢Ges da agua tOnica cujos
valores de pH variaram de 1,6 a 5,8. Nota-se
que, a medida que o pH aumenta, a
intensidade de fluorescéncia da quinina cai
exponencialmente, mostrando a importancia
do controle cuidadoso dessa varidvel. As
diferengas nas intensidades de emissdao em
diferentes valores de pH surgem do nimero
de diferentes espécies ressonantes
associadas as formas dcidas e basicas da
molécula de quinina. Na Figura 4,
observamos que a estrutura da molécula de
quinina apresenta dois grupos alcaloides, um
quinolizidinico e outro quinolinico
(aromatico), onde, os dois heterodtomos de
nitrogénio sdo bases de Lewis que podem
sofrer protonagdo em meios com distintos
valores de pH 4acido. A protonacdo do
nitrogénio aromdtico origina estruturas de
ressonancia mais estaveis no estado excitado,
evitando a desativacdo ndo radiativa. Como
consequéncia, a intensidade de emissdo de
fluorescéncias em baixos valores de pH sdo
maiores que em valores mais altos."?

Os ions haletos, como o cloro, influem
sobre a intensidade de fluorescéncia de
compostos como a quinina causando um
efeito chamado quenching, efeito que pode
ser definido como uma transferéncia de
energia da molécula excitada, por processos
nao radiativos, para outras espécies
guimicas, ditas agentes desativadores - ADs,
fazendo com que uma parte de moléculas
fluorescentes, proporcional a populagdo
desses ADs, passem para o estado
fundamental, diminuindo o rendimento
guantico. O quenching é um processo
colisional, e por isso, requer o contato entre
as espécies envolvidas. Em consequéncia, a
magnitude dessa desativacdo é funcdo da
concentracdao do AD e da sua capacidade de
difusdo no meio. O efeito da desativacdo da
guinina em solucdo, contida na 4gua tobnica,
foi estudado por meio da adi¢do de volumes
crescentes (1 a 6 mL) de solu¢do de NaCl 0,05
mol L™ e utilizando o FCP na medida do sinal
analitico. Os resultados deste estudo podem
ser observados na Figura 6.1ll, onde se nota
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uma queda exponencial do sinal com o
aumento da concentragdo do ion CI" no meio.

O efeito quenching é um fenébmeno que
acontece de forma tdo regular que existem
métodos analiticos que se baseiam na sua
aplicacdo.**® A determinacdo de cloreto,
espécie que ndo apresenta fluorescéncia
molecular, pode ser realizada indiretamente
por meio da constru¢do de uma curva
analitica baseada na supressdo de sua
fluorescéncia  causada por diferentes
concentracdes de cloreto. Como os sinais
obtidos ndao se comportam de forma linear
em relacdo a concentracdo, a curva analitica
é obtida através do gréfico do logaritmo da

.
S

y=ax+b
y=53,39x + 2644

Fluorescéncia (10° mV)
L "

Vq

concentracdao de cloreto versus o sinal de
intensidade de fluorescéncia da quinina
(Figura 6.IV). A curva analitica resultante
apresenta um coeficiente linear negativo
(descrita pela equacdo de Stern-Volmer). A
magnitude da supressdo da fluorescéncia da
qguinina é proporcional a quantidade de
cloreto na mistura e a concentragdo deste
ADs é encontrada por interpolagdo na curva
analitica.*

Os estudos realizados com a quinina, aqui
apresentados, sdao de simples realizacao,
didaticos, facilmente reprodutiveis e incitam
a curiosidade cientifica dos alunos.
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Figura 6. Estudos com a quinina usando o fluorimetro feito em casa (l) curva analitica
mostrando a relacdo entre concentracdo da solucdo e a intensidade de fluorescéncia, (ll) Efeito
do pH de uma solugdo padrdo de quinina 20 mg L™ sobre a intensidade de fluorescéncia, (Il)
Efeito do volume da solugdo de NaCl 0,05 mol L™ adicionado as solu¢des padrio de quinina 20
mg L sobre a intensidade de fluorescéncia e (IV) linearizacdo dos dados do estudo do efeito
do NaCl na fluorescéncia por obtencdo do logaritmo das concentragées do cloreto

5. Conclusio fenémeno da fluorescéncia até investigacdes
dos efeitos de varidveis experimentais sobre
a intensidade de emissdo de fluorescéncia.
Ao se tomar a quinina como exemplo de
substancia  fluorescente  foi possivel
demonstrar que o FCP pode ser usado em
aulas praticas para medidas quantitativas e
na realizacdo de estudos sobre a relagdo
entre a concentracdio de uma espécie
fluorescente, o pH da solucdo e o efeito da
concentracdo de um agente desativador,
como o ion haleto, sobre o sinal da

Aulas  praticas sobre fluorescéncia
molecular utilizando-se um fluorimetro
artesanal e materiais de baixo custo podem
ser introduzidas nas disciplinas relacionadas a
Quimica Analitica Instrumental, contribuindo
para que o aluno possa vivenciar esta
importante técnica espectrométrica na
graduacdao. As atividades propostas neste
trabalho abrangem desde a observacao do

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |[No. 6| |2438-2456|



de Oliveira, D. M. et al.

fluorescéncia. O fluorimetro caseiro pode ser
desmontado, permitindo ao aluno analisar as
partes que o compde e entender os
principios de seu funcionamento,
contribuindo para desmistificar o
pensamento comum de que o dominio dos
principios  tecnoldgicos envolvendo a
construcdo de equipamentos cientificos é de
dificil acesso e despende recursos vultosos.
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