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RESUMO

O estudo das emissdes de fotons ultra-fracas de amostras bioldgicas tem se mostrado promissor
em dreas como biomedicina, agronomia, ciéncias dos alimentos € meio ambiente, onde estas e-
missdes se apresentam como um eficiente indicador bioldgico das condicdes fisiolégicas das a-
mostras e, portanto, uma ferramenta alternativa de andlise e diagndstico a ser explorada. Esta tese
de doutorado visou apresentar uma solu¢do em instrumentacdo para a eficiente medicao destas
emissoes de fotons ultra-fracas e desenvolver aplicacdes desta em controle ambiental. O sistema
de medicao é dotado de controle de temperatura da amostra no seu interior, sistema de ilumina-
cdo para medidas de emissOes estimuladas utilizando modernas técnicas de detec¢do fotOnica,
integrando-se a um programa de computador na forma de um instrumento virtual que executa
funcdes de controle e pés-tratamento dos dados adquiridos via placa de aquisi¢do microcontrola-
da. Utilizando-se o sistema de medicao projetado, foram realizadas medidas das emissoes de f6-
tons de amostras de sementes de trigo em germinagdo sob condi¢des controladas de temperatura,
umidade e iluminacdo no interior da camara escura do sistema, tendo sido possivel se desenvol-
ver uma metodologia de aplicacdo das técnicas exploradas, tendo como base a andlise comparati-
va dos padrdes temporais das emissdes simultineas de duas amostras bioldgicas, em duas cama-
ras idénticas de medi¢do, uma contendo a amostra de controle, e a outra a amostra sob estresse
quimico. A técnica possibilita correlacionar a presenga do contaminante quimico com desvios nas
emissOes de fotons em apenas algumas horas. Os experimentos de emissdo estimulada por fonte
externa de luz, também aplicados em anédlises em controle ambiental, se mostraram outra possibi-
lidade, porém estas ndo foram extensivamente exploradas nesta tese, tendo apenas apresentado

resultados preliminares.

Palavras-chave: Biofotonica, Biofétons, Contagem de Foétons, Controle Ambiental, Emissdes de

Fo6tons Ultra-Fracas.
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ABSTRACT

Studies of ultra-weak photon emissions from biological samples has been shown promising in
areas such as biomedicine, agronomy, food science and environmental studies, where those emis-
sions could be used as an efficient biological indicator of the physiological conditions of the
samples, and therefore an alternative tool for analysis and diagnostics to be explored. This thesis
aimed to present an efficient solution for measuring ultra-weak photon emissions from small bio-
logical samples and also develop applications in environmental control. The measuring system,
equipped with temperature control of the sample inside it and a lighting system for measuring
stimulated emissions, was developed using modern photonic detection techniques, integrated to a
computer program as a virtual instrument that performs control and post-processing of the data
acquired via a microcontrolled board. Using the measurement system designed, several meas-
urements of ultra-weak photon emissions from wheat seed samples germinating under controlled
temperature, humidity and lighting inside the dark space of the system were performed, and it
was possible to develop a methodology using the techniques exploited, based on a comparative
analysis of simultaneous temporal patterns of the emissions from two biological samples, using
two identical measuring chambers, one containing the control sample, and the other the sample
under chemical stress. The technique makes it possible to correlate the presence of chemical con-
taminants with deviations in those photon emissions in a few hours period. Experiments of stimu-
lated emissions by an external source of light, also applied to analysis in environmental control,
proved to be another possibility, but these were not extensively explored in this thesis, only sub-

mitted as preliminary results.

Keywords: Biophotonics, Biophotons, Photon Counting, Environmental Control, Ultra-Weak

Photon Emissions.
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1 INTRODUCAO

Neste século XXI a Biofotdnica, ciéncia de fronteira que trata da interagdo entre luz e ma-
téria bioldgica, alcancou uma dimensao quase inimagindvel hd varias décadas atrds, especialmen-
te gracas a incorporacdo dos recentes avangos tecnoldgicos das dreas da eletronica, fotdnica e da
computacdo, e esperam-se inovacdes ainda maiores nas proximas décadas com os novos desen-
volvimentos nestas areas. Sendo uma ciéncia interdisciplinar, fisicos, quimicos, engenheiros e
pesquisadores de diversas dreas da biologia e da medicina tém se dedicado, redundando grandes
beneficios a sociedade. Solu¢des inovadoras dotadas de alto grau de sofisticacdo estdo presentes
em sistemas de diagndsticos por imagens e instrumentos da medicina terapéutica [1] dentre uma
infinidade de outras contribuicdes.

Outros problemas, no entanto, estdo na fronteira entre ci€ncia e tecnologia como aqueles
que tratam da medicdo e estudo das Emissodes Ultra-Fracas de Fétons (do idioma inglés: Ultra-
Weak Photon Emissions - UWPE) provenientes de seres vivos, emissdes estas também conheci-
das como bioluminescéncia ultra-fraca ou ainda “biofotons”. Estas emissdes podem ser tanto es-
pontaneas como estimuladas, como detalhado no Capitulo 2, e esta tese de doutorado trata exa-

tamente desta questao.

1.1 OBJETIVOS

O principal objetivo desta tese foi desenvolver uma aplicacdo das medigdes das emissoes
ultra-fracas de fotons de sementes em germinacdo usadas como indicador biolégico, tendo a via-
bilidade de ser usada na drea de controle e monitoramento de uma possivel contamina¢do ambi-
ental. Para tanto, foi desenvolvida uma instrumentacao aplicada a estas medi¢des de biolumines-
céncia ultra-fraca, tanto de natureza espontanea como estimuladas, para uso com amostras biol6-
gicas de tamanho reduzido, tais como sementes em germinag¢do e bactérias em crescimento.

Estes organismos sob estudo poderdo, assim, serem usados como indicadores bioldgicos,

através das medi¢des de suas bioluminescéncias ultra-fracas em resposta a varidveis ambientais.



1.2 MATERIAIS E METODOS

Tendo apoio financeiro da Fapesp, Fotonicon, CEPOF-Fapesp e CNPq, a primeira etapa
do projeto de tese tratou da concep¢do e implementacdo da cdmara escura portétil dotada dos
sistemas eletrOnicos e fotdnicos necessdrios para a aquisicdo dos dados de contagem de fétons
das emissdes de bioluminescéncia ultra-fracas. Esta instrumentagdo teve como elemento central
um modulo constituido de uma vélvula foto-multiplicadora (do idioma inglés: Photomultiplier
Tube - PMT) de baixo ruido e demais circuitos eletronicos, que foram associados a um programa
de controle feito em ambiente LabVIEW, integrando assim um sistema automatico capaz de fazer
aquisicoes de dados de contagens de fétons provenientes de amostras bioldgicas de tamanho re-
duzido (acomodadas em uma placa de Petri de tamanho médximo de 10 cm de didmetro) coloca-
das no interior da camara escura. Tal desenvolvimento se deu nas dependéncias tanto do LAP-
COM/FEEC/Campinas como do LaFA/FT/Limeira.

A instrumentagdo projetada e implementada contou, ainda, com um controlador de tempe-
ratura microcontrolado do tipo proporcional-integral-derivativo para a manuten¢do da temperatu-
ra da amostra bioldgica sob experimentacdo, além de controle da iluminagdo de excitacdo para
ensaios de bioluminescéncia ultra-fraca estimulada e, por fim, controle de tensdo/corrente de ali-
mentacdo da vdlvula fotomultiplicadora, controles estes implementados no programa em LabVI-
EW. O programa permite que o usuario determine o periodo de tempo da aquisi¢do, proporciona
salvamento automatico de dados a cada periodo por este especificado, e ainda aciona/desaciona a
fonte de alimentacdo do médulo PMT de forma automaética.

Os dados adquiridos pelo sistema de contagem de fotons em experimentagdes com semen-
tes de trigo em germinacdo sob estresse quimico e micro-organismos do tipo coliformes, apds
transferidos para um computador pessoal, através de uma placa de contagem do tipo USB, foram
entdo analisados/processados posteriormente empregando o programa OriginLab focando em
aplicacdes da area de controle ambiental, o que resultou na publicacio de 3 artigos em conferén-

cias internacionais e um em revista de grande fator de impacto.



1.3 PRINCIPAIS CONTRIBUICOES

As principais contribuicdes desta tese de doutorado sdo as seguintes:

Apresentou o projeto, implementagdo e validagao de um protétipo portatil de camara es-
cura para medidas de contagens de fétons ultra-fracas. O protétipo € dotado de dispositi-
vos eletronicos e fotonicos, e programa de controle automatico capaz de se constituir em
uma solugdo versatil para as aplicagdes na drea de controle ambiental;

Validar o uso do sistema desenvolvido em aplicacdes na area de controle ambiental, tan-
to com medidas de bioluminescéncia espontanea como estimulada; estas dltimas através
de um sistema constituido de fonte de luz e anel iluminador provido de fibra 6ptica para
conduzir a luz ao interior da camara escura e obturador/acionador para controlar a ilumi-
nacao;

Apresentou uma metodologia de uso da técnica biofotdnica em controle de qualidade de
dgua a partir do resultado dos experimentos biofotdnicos realizados na germinacio de
sementes de trigo em condi¢des de estresse quimico por aplicagdo de solugdes de mercu-
rio e de fluoreto, sendo as sementes em germinagdo usadas como indicador biolégico pa-

ra se avaliar as condicoes sanitdrias da dgua;

1.4 ESTRUTURA DA TESE

Neste capitulo introdutério foram apresentados a motivacao da tese, seus objetivos, mate-

riais e métodos simplificados e as principais contribuicdes obtidas. Dando prosseguimento ao

desenvolvimento da tese, os seguintes capitulos sdo sinteticamente descritos a seguir:

No Capitulo 2, € apresentada uma revisdo tedrica, abordando questdes que dizem res-
peito a natureza da bioluminescéncia ultra-fraca, suas caracteristicas, provaveis origens e
uma breve revisao histérica. Em seguida, as principais aplicacdes da medi¢ao deste sinal

s@o abordadas, dando destaque aos principais trabalhos publicados na érea;



No Capitulo 3, € apresentada uma descri¢do funcional e detalhes da implementagao da
camara escura, dando destaque aos sistemas eletronico e fotdonico, e ao programa de con-
trole em LabVIEW. Sdo apresentados também dados da avaliagdo de desempenho da
camara escura, no tocante ao ruido de contagem de escuro medidos para vdrias tempera-
turas de operacao, assim como resultados de desempenho em medi¢cdes de luminescén-
cia atrasada para diversas condi¢des de testes;

No Capitulo 4, os resultados dos experimentos utilizando a cAmara escura implementada
em testes de germinacdo de sementes de trigo em condi¢des de estresse quimico sdo a-
presentados, com o enfoque nas aplicacdes em controle de qualidade de dgua. Algumas
medicdes de emissdes estimuladas de curta durac@o de amostras de semente de trigo es-
tressadas por diferentes concentragdes de uma solu¢do de mercurio por periodos de
24/48/72 e 96 horas, sdo também apresentadas de forma preliminar, porém mostrando
resultados bastante interessantes;

No Capitulo 5, as conclusdes finais do trabalho de tese sdo apresentadas, juntamente
com as perspectivas de trabalhos futuros;

Como apéndices sdo fornecidos o esquema elétrico e o codigo fonte em C do firmware
da placa de contagem de fétons desenvolvida, os cddigos em linguagem G (LabVIEW)
das implementagdes dos programas de controle, e por fim artigos publicados durante o

trabalho de tese.



2 REVISAO TEORICA

2.1 OS BIOFOTONS

Emissoes de Biofétons (Biophotons Emissions - BPE) sdo emissoes de fotons extrema-
mente fracas, porém permanentes, detectadas em todos os organismos vivos, sendo caracterizadas
por uma emissao eletromagnética espontinea cobrindo a faixa continua da luz visivel e estenden-
do-se, ainda, até o ultravioleta e o infravermelho préximo, ou seja, algo em torno de 200 a 850
nm, e intensidades que variam de dezenas até milhares de fétons.cm™.s”, ou de 10" a 107
Wrem? [2,3].

Os biof6tons ndo podem ser confundidos com a radiag@o de calor na faixa do infraverme-
lho, que segue uma distribuicdo de Boltzmann, nem com bioluminescéncia comum, de origem
fotoquimica, que algumas espécies de peixes de mar profundo e vagalumes exibem, em geral
empregando proteinas fluorescentes, e/ou as enzimas da classe luciferase que catalisam esta bio-
luminescéncia.

Outro tipo de emissao de fotons ultra-fraca de origem comum a dos biofétons € a Emissao
Estimulada ou Luminescéncia Retardada (no idioma inglés: Delayed Luminescence - DL), que
aparece apos a estimulacdo da amostra biolégica por uma fonte de luz, produzindo uma radiacdo
re-emitida que apresenta longos tempos de duracdo, da ordem de minutos a horas, se comparado
com a fluorescéncia normal, que tipicamente dura microsegundos apenas; além disto, ela apre-
senta um perfil de decaimento hiperbdlico bastante distinto em relacdo a amostras inanimadas
que apresentam decaimento exponencial. Ao término da DL, a emissdao de fétons ultra-fraca da
amostra bioldgica volta ao estado estaciondrio de sua emissdo espontdnea de biofétons que as
caracterizam.

A Figura 2.1 apresenta em diagrama um comparativo entre os biof6tons e a luz visivel em
termos de intensidade para varios tipos de amostras bioldgicas e os possiveis métodos de detec-

cdo.
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Figura 2.1 — Intensidades tipicas e métodos de deteccao dos biofétons para diversas amostras bioldgicas, adaptado
de [4].
As éreas de estudo em que as medicdoes da BPE e DL podem ser encontradas abrangem,
em geral, linhas de pesquisas de cardter multidisciplinar, e em especial em:

e Biomedicina
— Estudo de tecidos [5];
— Estudos em genética [6];
— Oncologia - testes em tecidos tumorais [7];
— Pesquisas bésicas [8].

e Agronomia e Ciéncia dos Alimentos
— Viabilidade de sementes [9, 10, 11, 12];
— Testes de qualidade de alimentos [13, 14];
— Efeitos de poluentes [15];
— Pesquisas bésicas em citologia [16].

e Meio Ambiente
— Andlise de qualidade de dgua [17];
— Estudos da acdo de contaminantes em recursos hidricos [17, 18];
— Testes ecotoxicoldgicos [19];

— Testes bioldgicos de tolerancia a influéncias externas [12].



O termo Biof6tons, criado pelo biofisico Fritz Albert Popp em 1976, apresenta outras de-
nominagdes na literatura tais como: Emissdao de Fétons Ultra-Fraca (Ultra-Weak Photon Emis-
sion - UWPE), Bioluminescéncia Ultra-Fraca, Luminescéncia de Baixo Nivel, Luminescéncia
Escura, Quimioluminescéncia, Bioluminescéncia e Radiagcdo Mitogenética. Para evitar confusdes
os termos Biofétons - Biophotons Emissions (BPE) e Emissao de Fétons Ultra-Fraca - Ultra-
Weak Photon Emissions (UWPE) serdo adotados neste documento.

As possiveis origens destas emissdes de fotons pelos seres vivos ainda ndo € totalmente
conhecida, mas hé fortes indicios que tais emissoes estejam relacionadas com a atividade metabo-

lica celular [3]. Algumas destas teorias serdo abordadas mais adiante na secdo 2.3.4.

2.1.1 Breve historico dos biofotons

2.1.1.1 A radiac@o mitogenética de Gurwitsch

A histéria dos Biof6tons se remete a 1923, com as observacgodes do ilustre médico e histo-
logista ucraniano, Alexander Gavrilovich Gurwitsch (1874-1954) no campo da Morfogénese,
ramo da Embriologia que tenta modelar tecidos, orgdos e organismos, do ponto de vista da forma
que irdo tomar. Gurwitsch teorizou a existéncia de um tipo de radiacdo que controlava o processo
de divisdo celular. Tal radiacdo foi denominada “Radia¢do Mitogenética”, em razao do principio
que a induzia ser de natureza exdgena. Por ndo ser explicada pela acdo de alguma substancia
quimica, mas na forma de um campo, que ele denominou de “Campo Morfogenético”, induzindo
mitose nas células. Gurwitsch comprovou a natureza fisica da Radiagdao Mitogenética através do
uso de filtros de vidro e quartzo, e do isolamento quimico entre a amostra indutora e a amostra
detectora.

Gurwitsch observou ainda, a existéncia de uma relagado entre a frequéncia da divisao celu-
lar e a area superficial das células meristémicas [20]. Ele conduziu o primeiro experimento para a
comprovagdo da sua teoria em 1923, usando para isto 130 pares de raizes de cebolas. Ao colocar
uma raiz indutora a uma distancia de 1,5 a 2,0 mm da superficie do meristema da raiz detectora,
durante 1 a 2 horas, ele observou um incremento de 20 a 25 % na mitose da zona "iluminada" em

relagdo a outras partes do meristema, e em relagdo ao grupo de controle.



Nas duas décadas seguintes muitos artigos cientificos e alguns livros foram editados sobre
o0 assunto, principalmente na Russia, Alemanha, Franca, e Itdlia, e os trabalhos de maior relevan-
cia, e com valiosos dados sobre o assunto, no entanto, foram escritos em idioma Russo, inacessi-
vel a comunidade cientifica da época. Com a eclosao da 2* Grande Guerra e a destruicao da Ale-
manha e Rissia, houve um declinio nas pesquisas da Radiacao Mitogenética. Outro motivo deste
declinio foi, a publicacdo de experimentos de pesquisadores que ao tentarem reproduzir os resul-
tados de Gurwitsch obtiveram resultados contraditorios, principalmente por nao usarem o método
experimental adequado, usando detectores fisicos como chapas fotograficas e detectores Geiger

sensivel a UV.

2.1.1.2 Strehler & Arnold e a UWPE de algas

Embora o advento da Vélvula Fotomultiplicadora (PMT), capaz de detectar fétons, tenha
ocorrido em 1936, na RCA Corporation, esta se tornou uma forma efetiva de comprovacgao da
existéncia da Radiacdo Mitogenética somente na década de 1950. Portanto, na década de 1950,
que a comunidade cientifica retomou o interesse no assunto. Os primeiros estudos conduzidos
para a deteccao de fotons emitidos por plantas, incluindo 3 tipos de algas, se devem a Bernard L.

Strehler e William Arnold, no ano de 1951 [21].

2.1.1.3 Colli & Facchini e a UWPE de sementes

As primeiras medi¢Oes de biof6tons em sementes foram realizadas por Colli e Facchini
em 1954 [22, 23], utilizando sementes de trigo, milho, feijao e lentilha. As medi¢des se deram no
sexto dia de germinagdo em placas de Petri e no escuro, para evitar a formacgao de clorofila e a
consequente ocorréncia de fosforescéncia de cor vermelha, caracteristica da clorofila. As amos-
tras continham quantidades iguais (60 g) que foram sendo hidratadas regularmente.

O dispositivo usado na contagem de fétons era constituido de uma camara escura com
PMT refrigerada por dgua circulante nos experimentos com trigo, € gelo seco e acetona nos de-
mais, sendo as temperaturas estabilizadas em 30 °C e 22 °C, respectivamente. Algumas das amos-

tras de sementes de milho foram esterilizadas com solu¢do de HgCl, a 0,3 % durante 20 minutos



para garantir que estivessem livres de colOnias de bactérias; porém, Colli e Facchini ndo observa-
ram contagens de fétons diferentes das amostras nao esterilizadas, levando-os a concluir que os
fétons detectados nao eram oriundos de bactérias luminescentes.

Na Tabela 2.1, a seguir, estdo apresentados os dados obtidos nos experimentos de germi-
nacdo conduzidos por Colli e Facchini, em 1954. Estes dados mostraram serem as sementes de
milho as que produziram as maiores contagens de fétons. Além disto, o ruido de escuro produzi-

do na temperatura de 30 °C € bastante superior que em 22 °C.

Tabela 2.1 — Dados experimentais de Colli e Facchini [22].

Amostra (60 g) | Temp. | Contagem | Contagem | Contagem
(°C) | Total/min | Ruido/min | Liquida/min
Trigo 30 7.936 4.608 3.328
Lentilha 22 7.680 1.024 6.556
Milho 22 11.520 1.280 10.240
Milho estéril 22 8.960 1.280 7.680

Em outra série de experimentos, Colli e Facchini moeram diferentes partes das plantas
(caules, raizes e sementes sem casca) no 6° dia de germinacao, e as polpas homogeneizadas resul-
tantes em porcoes de 10 g foram diluidas em 4gua, numa razdo de 5:1, e levadas a camara escura
por 25 min a temperatura de 20 °C. Os resultados mostraram contagens trés vezes superiores nas
raizes se comparadas ao caule e sementes sem casca. Nesta série de experimentos eles observa-
ram também a forte dependéncia da temperatura na intensidade da emissdo, aumentando para
temperaturas de até cerca de 60-70 °C, e entdo diminuiu rapidamente. Finalmente, Colli e Facchi-
ni observaram o resultado da adi¢do de 1,0 cm® de uma solu¢do de H,O, em concentracio de
1/30.000 a 20 g da polpa e constataram que a emissao de fétons sofreu um incremento de 10 ve-
zes. Através do uso de filtros, Colli e Facchini ainda puderam mensurar a faixa de espectro da luz
emitida, que se concentraram em maior grau na faixa de comprimentos de onda entre 450 e 650

nm.
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2.1.1.4 Fritz Albert Popp e o campo coerente

O proeminente biofisico, pesquisador e professor alemao Fritz Albert Popp, fundador do
International Institute of Biophysics (1IB) em Neuss, Alemanha, que congregou até 2010 uma
rede de pesquisadores de mais de 10 paises, e aos estudos da drea de biofotdnica, € uma persona-
lidade importante no campo da biofotonica que desde 1970 estuda as emissdes de biof6tons.

A conceituagdo de Popp acerca das emissoes de biofétons € bastante robusta, e se baseia
tanto em resultados experimentais como tedricos, tendo o apoio de renomados cientistas como o
fisico Herbert Froehlich, membro da Royal Society de Londres, e Ilya Prigogine prémio Nobel de
quimica de 1977, entre outros.

Popp considera os biofétons como um campo coerente de fétons', originado dentro de sis-
temas vivos, proporcionando a comunicacao inter e intracelular necessaria a regulacdo de fungdes
bioldgicas, tais como: crescimento e diferenciacdo, mecanismos de defesa e reparo de danos, en-
tre outras atividades bioquimicas [2, 25]. Existem muitos artigos que ddo suporte a sua teoria,
como por exemplo, aqueles que tratam da estatistica das foto-contagens que se mostra na forma
de uma distribui¢do de probabilidades de Poisson [26, 27, 28], propria de um campo coerente,
como se vé na Figura 2.2, onde estdo mostrados alguns resultados destas estatisticas para varios
organismos diferentes.

Outra evidéncia de que os biofotons de fato se constituem em um campo coerente baseia-
se na andlise da luminescéncia retardada produzida por um sistema biolégico vivo apds ser sub-
metido a iluminagdo. O decaimento hiperbdlico (//f) produzido pela luminescéncia, ao invés de
exponencial (e't” , T=constante de decaimento), € caracteristica de um processo coerente € nao
aleatério [29].

As caracteristicas da estatistica de Poisson e o decaimento hiperbdlico da luminescéncia

retardada, juntas sdo condic¢des suficientes para um campo completamente coerente [30].

' Campo coerente, conceito introduzido por Schrédinger em 1926 [24], é o equivalente da mecanica quéntica a

onda eletromagnética cldssica monocromatica.
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Figura 2.2 — Estatisticas das foto-contagens mostrando a distribui¢ao de Poisson, adaptado de [30].

A argumentagdo de Popp de que este campo coerente de fétons promove a regulacdo dos
processos bioldgicos dentro da célula reside no fato de que dentro de uma célula humana tipica
ocorrem 100.000 reagdes quimicas por segundo, e sendo estas reacOes ativadas pela presenga de
enzimas especificas, e de um campo de f6tons apropriado, fétons de origem térmica seriam insu-
ficientes para a ativacdo destas reagdes quimicas. Popp, através de dados experimentais, provou
que os biofétons s@o a unica fonte de fotons capaz de ativar esta quantidade imensa de reagdes
quimicas, ocorrendo no lugar certo e no instante certo [31]. Seus experimentos com sementes de
pepino em germinacao mostraram que os biof6tons disponibilizam da ordem de 10" a 10% mais
foétons que um campo de fétons de origem termal a temperaturas fisioldgicas. Esta constatacao se
baseia na distribuicao espectral da emissdo de biofétons, que se apresenta plana dentro de uma
faixa entre 300 a 800 nm, caracterizando assim um sistema longe do equilibrio térmico, ja que a

probabilidade de ocupacdo f{v) dos estados excitados ndo segue a distribuicdo de Boltzmann®,

2 -k T
B

Um sistema em equilibrio térmico segue a distribuicdo de Boltzmann f{v)=e , onde: h.v € a energia do

féton e kgT € a energia térmica, detalhes sdo dados na secdo 2.3.2.
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mas excede esta de um fator de 10'° na faixa do vermelho e de até 10*° na faixa do UV (Figura
2.3). Essa distribui¢do espectral mostra que a temperatura de excitacdo aumenta linearmente com

a frequéncia v, chegando a assumir valores entre 400 e 1000 K.

5
-5
Distribui¢ao para os Biofétons
-15 FE S YT IT = = = 8
-25

Distribuicao de Boltzmann

dos estados excitados (log)

f(v) = Probabilidade de ocupacéao

Frequéncia / Hz (x10™)

Figura 2.3 — Comparacao entre a distribuicao de Boltzmann a temperatura fisiol6gica T, e a distribuicdo dos biofé-
tons de uma sistema bioldgico, mostrando que este Gltimo nao mostra dependéncia com a frequéncia sendo um sis-
tema longe do equilibrio térmico, cuja temperatura de excitacdo aumenta linearmente com a frequéncia, adaptado de
[30].

2.2 APLICACOES DAS MEDIDAS DE UWPE

2.2.1 UWPE de sementes submetidas a estresse fisico

R. P. Bajpai et al., no artigo intitulado: Ultraweak Photon Emission in Germinating Se-
eds: A Signal of Biological Order [32], relatam resultados de medicoes de UWPE de sementes de
grama em vdrios estdgios de germinacao, e destas antes e depois de serem submetidas a estresses
fisicos por esmagamento, resfriamento (-20 °C por 5 min) e aquecimento (100 °C por 20 min).
Estes resultados, mostrados na Figura 2.4, apresentaram variacdes entre os varios estagios de

germinacdo e também entre os resultados antes e depois da aplicacao do estresse fisico.
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As medidas de UWPE sem estresse foram feitas em 3 séries, e as sementes permaneceram
durante 9 dias submetidas a luz de intensidade constante antes de serem colocadas na cdmara
escura. Os resultados mostraram variagdes entre os vdrios estdgios de germinagdo, porém um
padrao comum pdde ser verificado, como o mostrado na Figura 2.4 (a).

As medi¢coes da UWPE antes e apds aplicacdo de estresse fisico estdo mostradas na Figura
2.4 (b) para os estresses por esmagamento, (c) resfriamento e (d) aquecimento. Os autores expli-
caram que as diferencgas nos padroes das emissoes, antes e depois do estresse fisico, se devem as
mudancas na ordem da organizacdo espaco-temporal da semente, alterando ou mesmo cessando,
processos metabdlicos inerentes a estas. Todas as trés figuras apresentaram padrdes similares, ou

seja, apds o estresse a emissao inicial é mais lenta, além de ser mais intensa.
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Figura 2.4 — Evolucdo da contagem de fétons de sementes de grama em vdrios estagios de germinacdo (a). Evolugdo
das contagens de fétons antes e depois da aplicagdo de estresse fisico por esmagamento (b), resfriamento (c) e (d)
aquecimento, adaptado de [32].
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Wang e Yu [13] estudaram as correlacdes existentes entre tempo de armazenamento de
sementes de trigo, dose de radiacdo gama aplicada a estas, com a intensidade de emissdao UWPE
e a taxa de germinagdo. Estas medidas mostraram que UWPE pode ser usada para determinar o
vigor de sementes de trigo. Eles mostraram ainda que, aumentando a dose irradiada, aumenta a

emissdao de UWPE, mas o tempo de armazenagem destas nao produziu o mesmo efeito.

2.2.2 DL de algas submetidas a estresse quimico

A possibilidade de anélises de qualidade de dgua através de detectores bioldgicos, associ-
ado a caracteristica de emissao da UWPE em resposta a quantidades extremamente pequenas de
contaminantes quimicos, foi demonstrada no artigo de Scordino et al. [17], através da medi¢do da
luminescéncia retardada de uma espécie de alga unicelular marinha gigante (Acetabularia aceta-
bulum), quando estressadas por tracos de atrazina e acetaldeido. Estas algas, cujo tamanho varia
entre 1,5 e 4 cm, foram colocadas em dgua comum acrescida de sal marinho e atrazina em con-
centracdes entre 3»,2)(10'11 e 3,2)(10‘6 M, diferindo uma da outra de uma ordem de grandeza, e
mantidas em um ciclo de escuro-claro de 12 h - 12 h a temperatura controlada em 20 °C, o mes-
mo sendo feito com acetaldeido a 1 %. As DLs foram medidas com duracdo de 150 s, intervalos
de contagem de 100 ms, e ocorrendo 30 min apds as amostras individuais de algas, em 12 ml do
meio de cultura, serem colocadas no interior da cimara escura dotada de PMT resfriada a -20 °C.
A iluminacdo das amostras foi feita através de LEDs em 3 comprimentos de onda (565, 585 e 660
nm).

Os gréficos da Figura 2.5 relativos a estes experimentos, demonstraram uma clara mudan-
ca nas caracteristicas das DLs entre as amostras sem a¢ao estressante e sob estresse quimico. Po-
de-se observar que houve mudancas tanto em relacdo a intensidade da DL, quanto em relagao ao
decaimento inicial desta, e quanto mais agressivo o agente estressante, maior a mudanga observa-
da nestes graficos. Na Figura 2.5 (d), pode-se ver como a DL varia para diferentes concentracdes
do contaminante atrazina, afetando tanto a intensidade da DL como o decaimento inicial desta,
sendo que quanto maior a concentragdo de atrazina, o agente estressante agressivo, maior a mu-

danca observada nestes graficos.
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A técnica biofotdnica, baseada na medi¢ao da DL, e estudada pelo grupo italiano fornece

uma alternativa mais barata que o método tradicional, baseado em espectroscopia de fluorescén-

cia, para se efetuar testes de avaliacdo da qualidade de dgua para consumo humano capaz de de-

tectar quantidades muito pequenas de contaminantes, como demonstrado no artigo, da ordem de

0,5 pg/l.
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Figura 2.5 — DLs das amostras de alga antes (W) e depois (a) de serem estressadas por (a) aquecimento a 40 °C, (b)
atrazina a 3,2x107 M, (c) acetaldeido a 1%, e em (d) efeito da concentracao de atrazina nas DLs, adaptado de [17].
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2.2.3 UWPE em estudos de viabilidade de sementes

No artigo de Zeiger de 1998 [9], emissdes espontaneas de UWPE de 7 amostras de se-
mentes de trigo, medidas durante 60 minutos, em temperaturas de 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45
°C e 50 °C, foram correlacionadas com a capacidade de germinacdo e vigor destas amostras, sen-
do estes dados apresentados na Tabela 2.2, onde a capacidade de germinacao (g) € representada

pelo percentual de sementes que germinaram apos 4 dias a 25 °C.

Tabela 2.2 — Dados dos experimentos de Zeiger, adaptado de [9].

Amostra Contagens de fétons por 60 min o(%)
25°C [ 30°C |35°C |40°C|45°C |50°C
4 14 24 42 73 126 | 215 92
3 12 22 40 70 122 | 210 92
1 9 16 29 50 89 156 84
2 9 14 25 46 82 143 82
6 8 13 23 40 67 110 64
5 4 8 16 31 54 91 56
7 6 11 19 32 54 87 32

A relagdo direta entre a capacidade de germinagdo (g) e o total das contagens de fétons de

emissao espontanea (n ) a uma dada temperatura pode ser expressa pela equagado 2.1.
n<ng<nzg..—g;<gs<gs.. (2.1)
Zeiger demonstrou, ainda, que o comportamento da emissiao espontanea de fétons se tra-

duz por uma relagdo exponencial com a temperatura da amostra, sendo dada pela equagao 2.2,

onde: n representa a contagem total de fotons, T a temperatura em °C, B um parametro depen-
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dente tanto da quantidade de sementes na amostra (10 g) como do intervalo de medi¢do (60 min),

e C a inclinacdo da reta definida pela relacdo exponencial.

n = B.exp(C.T) » In(n) =C.T +1n (B) 2.2)

Outro aspecto apresentado neste artigo esta associado ao efeito da hidratacao e subseqiien-
te desidratacdo das sementes, nas emissdes espontaneas de fétons, proporcionadas por um ciclo
de desidratacdo das sementes previamente hidratadas através de um aquecimento de 20 °C a 50
°C, mantendo-as entdo nesta temperatura por 3 horas e meia. Os resultados das contagens de f6-
tons obtidas nestas condi¢Oes estdo mostrados na Figura 2.6 (a) e (b), para amostras de sementes
vivas e mortas em autoclave, respectivamente, mostrando ainda que, para as sementes vivas o
decaimento das contagens se deu de modo hiperbdlico, e para as mortas de modo exponencial.
Este fato tem como conseqiiéncia a observa¢do de um comportamento coerente para a emissao da

semente viva e ndo-coerente para a morta.

400 | | 380 | | 1
(a) Semente viva 340 (b) Semente morta _|
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Figura 2.6 — Decaimento das contagens de fétons de emissdo espontaneas em padrio hiperbdlico para amostras em
desidratag@o por aquecimento de sementes vivas (a), € exponencial para amostras de sementes mortas (b), adaptado
de [9].
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As emissdes de biofétons de sementes em germinacdo e as correlagdes destas com capaci-
dade de desenvolvimento e taxa de germinacdo tém sido estudadas por muitos grupos de pesqui-
sas com diferentes tipos de sementes como: café [11], trigo [15], cevada [10], arroz [33] e soja
[12]. As emissdes de UWPE de sementes de trigo quando estressadas por diferentes concentra-
coes de solucdes de sedimentos de estacdo de tratamento de esgoto aplicadas a estudos em eco-
toxicologia foram exploradas no artigo de Gallep e Santos, onde estas foram correlacionadas com
o crescimento dos brotos produzidos, tendo mostrado uma relacdo direta entre estes parametros

[15].

2.2.4 DETECCAO DA UWPE EM 2D

Inaba e Kobayashi, do Tohoku Institute of Technology — Japao, em uma série de artigos
apresentaram resultados de suas pesquisas na andlise espaco-temporal das emissdes de biofétons,
tanto de plantas como de mamiferos, de modo a caracterizar respostas patofisiolégicas induzidas
por estresse de diversas naturezas, como danos fisicos e aquecimento, alguns destes artigos sao
discutidos a seguir.

Em 1989, o grupo de Inaba registrou pela primeira vez a imagem da emissao de biofétons
de sementes de soja em germinacdo usando uma vdlvula fotomultiplicadora para contagem de
fotons em 2D [16]. Neste experimento pioneiro, eles puderam verificar a maior intensidade de
emissao localizada durante a divisdo celular. Posteriormente, Suzuki et al., em [34], registraram a
imagem de uma semente de feijdo azuki em germinacdo na qual fora provocado um dano fisico
evidenciando uma maior intensidade luminosa na regido afetada, demonstrando que algum meca-
nismo de defesa da planta se manifestava, ver Figura 2.7 (a) e (b).

Em 1999, o grupo de Inaba foi também pioneiro em adquirir imagens da UWPE in vivo
do cérebro de um rato, correlacionando-as aos seus sinais de EEG [8]. Para tanto, eles usaram
uma PMT 2D da Photek, modelo IPD440, com uma area efetiva de 40 mm de diametro, sensiti-
vidade espectral entre 350 e 900 nm, corrente de escuro de 76 s e resolugio espacial de cerca de
200 um, tendo sido resfriada a -35 °C.

Inaba e Kobayashi utilizaram em suas pesquisas valvulas fotomultiplicadoras para conta-

gem de fotons com discriminagdo 2D do tipo MCP (Micro-Channel Plate) e camaras CCD
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(Charge Coupled Device) ultra-sensiveis resfriadas com nitrogénio liquido a temperaturas inferi-
ores a -100 °C. Com um tempo de integracdo de 30 min, o grupo de Inaba [35] obteve a imagem
de uma amostra de semente de soja em germinacgdo a qual foi deixado em completa escuriddao por
5 dias, tendo registrado uma maior emissdo na regido do hipocétilo, drea esta responsdvel pelo
crescimento e respirac¢do sugerindo que os biofétons carregam informagdes a respeito do metabo-

lismo celular, ver Figura 2.7 (c) e (d).

(b)

Figura 2.7 — Imagem 2D da emissdo de biof6tons de uma semente de soja em germinagdo (a), e em (b) representa-

¢do esquemadtica da posi¢do do dano em forma de um X causado na semente, adaptado de [3]. Em (c) e (d) imagem

de broto de soja com 5 dias de germinacdo gerada pela emissdo de biofétons, e de foto tirada em baixa iluminagao,
respectivamente, adaptado de [35].
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2.2.5 UWPE em oncologia

No artigo de Takeda et al. [7], medi¢des da UWPE durante 93 h de culturas de células de
carcinoma esofdgico humano (TE9) na forma de uma monocamada agregada ao fundo de uma
cuvete de quartzo, mantida a temperatura de 37 °C num fluxo continuo de meio de cultura RPMI
1640 com 10 % de soro fetal bovino (FBS), e de ar com CO, a5 %, foram correlacionadas com a
curva de proliferacdo destas células. A Figura 2.8 (a) mostra a curva de proliferagdo das células
com medi¢des em 12, 23, 47, 70 e 93 h, para uma populacio inicial média de 5x10° células, e em
(b) os resultados das medicoes da UWPE somente do meio de cultura, e deste com as células
TE9. As figuras mostram que apds as 18 h iniciais, quando a fluorescéncia retardada do meio ja
se desvaneceu, um padrdo na UWPE similar ao da curva de proliferacdo até cerca de 60 h é ob-
servado.

O sistema de medi¢do de UWPE usado contou com uma PMT ultra-sensivel (Hamamatsu
modelo R1333), sensivel a faixa de 300 a 900 nm e resfriada a -40 °C, e proporcionou uma anali-
se espectral da UWPE por meio de um disco rotativo de filtros Opticos de banda estreita (entre 10
e 40 nm) cobrindo a faixa de 400 a 850 nm. O espectro de emissdo de UWPE obtido, tanto das
células TE9, como do meio de cultura RPMI 1640, podem ser vistos na Figura 2.8 (c).

Os autores de [7] argumentam que este espectro de emissao, como uma assinatura espec-
tral, t€m o potencial uso em diagndsticos clinicos, onde diferencas entre espectros podem trazer
informagdes da atividade metabdlica das células, e exemplificam serem os picos em 580, 634 e
703 nm sdo atribuidos a producdo de oxigénio singler’, devido 2 reacoes oxidativas da membrana
lipidica das células. O ombro em 450 nm, por sua vez, seria atribuido a produgdo de carbonila

triplet também relacionado a reacdes oxidativas da membrana lipidica das células.

3 A ) . . C A . . .
Oxigénio singlet é a forma mais reativa do oxigénio apresentando dois elétrons emparelhados em um mesmo orbi-
tal ou em orbitais diferentes, diferentemente da forma mais estavel do oxigénio, chamada triplet que apresenta dois
elétrons desemparelhados no mais alto orbital.
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Figura 2.8 — Proliferacdo de células de carcinoma humano TE9 por 93 horas em meio de cultura RPMI 1640 em (a).
Em (b) medicdo da UWPE de células TE9 em meio de cultura (@) e somente do meio de cultura (o). Em (c) espectro
da UWPE das células TE9 (e), e do meio de cultura RPMI 1640 (o), adaptado de [1998].

Em artigos similares, mais recente, o grupo coreano liderado por Soh também verificou a
relacdo entre o crescimento da populacdo de uma cultura de células HeLa* e a UWPE desta cul-
tura [36, 37].

Outro experimento na drea da oncologia, realizado pelo grupo de Soh, escaneou as emis-
soes de UWPE de um rato, da cabega até a calda, tendo este um ovdrio transplantado contendo

células cancerigenas [38]. O animal foi colocado em uma camara escura em uma posi¢do apro-

* Tipo de célula usada em pesquisas cientificas derivada de uma linhagem de células cancerigenas retiradas em

1951 de Henrietta Lacks nos EUA que originou uma linhagem imortal de células humanas.
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priada e movendo-se em passos de 1 cm a cada 60 segundos (0.17 mm/s), teve o sinal de UWPE
registrado por um médulo PMT (Hamamatsu modelo H6180-01) com resposta espectral de 300
to 650 nm, pico em 400 nm e ruido de escuro de 10/s. Neste experimento eles puderam observar
o aumento da UWPE no local onde o cancer crescia, atestando a eficacia do método, como um

tipo de bidpsia ndo invasiva.

2.2.6 UWPE de partes do corpo humano

R. Van Wijk et al. [39] usando um sistema constituido de uma camara CCD altamente
sensivel, com resposta espectral de 400-900 nm e pico em 550 nm, com eficiéncia quantica
>90%, tendo sido resfriada a -100°C e instalada dentro de uma sala escura, obtiveram imagens da
UWPE em 256 x 256 pixels, de partes do corpo humano. Em uma primeira rodada de experimen-
tos as imagens a 1,0 m de distancia de um voluntario sauddvel foram registradas nas posicoes
ventral e dorsal, além de seus bracos, como pode ser visto na Figura 2.9 (A, D e G), respectiva-
mente. Na Figura 2.9 (B, E, H), fotografias em baixa iluminacdo foram tiradas mostrando a posi-
¢do do voluntario dentro da sala escura, e em (C, F e 1), posi¢cdes foram escolhidas para medi¢oes
posteriores usando uma PMT movel.

Em uma segunda rodada as imagens foram da face e maos deste voluntério, a uma distan-
cia de 40 cm, como mostrado na Figura 2.10, sendo estas consideradas mais anatomicamente
complicadas. As medic¢des se iniciaram 30 minutos apés a entrada do voluntério na sala escura, e
duraram mais 30 minutos.

Os resultados das imagens da 1* rodada de medi¢des mostraram maiores intensidades de
emissdo na face e pescogo, gradualmente diminuindo através do torso e abdomen, e diminuindo
da parte central do torso para suas laterais, como pode ser constatado através das imagens (A, D e
G) da Figura 2.9. A maior intensidade de emissao foi registrada na drea do pescogo, € no brago a
intensidade de emissdo aumenta com a proximidade das maos.

Para as imagens da 2* rodada de medig¢des, os olhos exibiram a menor intensidade de e-
missdo, e as faces e testa mostraram certa homogeneidade na intensidade.

As posi¢cdes anatdmicas mostradas na Figura 2.9 em (C), (F) e (I) foram escolhidas para se

tentar caracterizar as emissdes de UWPE de um grupo de 20 voluntérios, através do uso de uma
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PMT movel, resfriada a -25 °C, sendo alguns destes resultados apresentados na Tabela 2.3 na

forma de percentuais da contagem total de fotons.

Figura 2.9 — Imagens da UWPE de um voluntario nas posicdes ventral, dorsal e de seus bracos (A, D e G), obtidas

por um sistema CCD operando a temperatura criogénica. Em (B, E e H) as correspondentes fotos em baixa ilumina-
c¢do, em (C, F e I) posicdes escolhidas para a medicdo usando um sistema com PMT moével, copyright Elsevier [39]
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Figura 2.10 — Imagens da UWPE da face de um voluntério (A) e suas maos (C), obtidas por um sistema CCD ope-
rando a temperatura criogénica. Em (B) e (D) as correspondentes fotos em baixa iluminacgao, copyright Elsevier [39].

Tabela 2.3 — Dados das medi¢des das UWPEs das 12 localizagdes mostradas nas Figura 2.9 e 2.10 em percentuais
do total das contagens, adaptado de [39].

Localizacao anatomica | Contribuicao (%)
Abddmen - direita 4.8
AbdOmen - esquerda 4,7
Estdmago 7,0
Coragao 9,8
Pescoco 10,3
Face direita 10,1
Face esquerda 9,2
Testa 11,2
Palma da méao direita 10,1
Palma da mao esquerda 9,2
Dorso da mao direita 8.4
Dorso da mido esquerda 7,0
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No artigo de Choi et al. de 2002 [27] foram investigadas a UWPE das palmas e dorso das
maos de 20 voluntarios sauddveis, ndo tendo sido encontradas variagdes significativas em relacao
a idade e género.

O grupo de pesquisas de Soh mediu a UWPE das maos de 3 voluntdrios sauddveis durante
52 semanas tendo registrado sua variacdo com as estagdes do ano [40]. Eles puderam verificar
que durante todo o ano as emissdes das palmas das maos se mantiveram estaveis, mas aquelas do
dorso da mdo variaram em grande medida, sendo que no outono eles verificaram os menores ni-

veis de emissao.

2.2.7 UWPE em microorganismos

Um dos primeiros estudos da UWPE em microbiologia foi feito por Quickenden e Hee em
1974 com o objetivo de verificar a existéncia da radiagdo mitogenética, usando para isto uma
cultura de levedura (Saccharomyces cerevisiae) [41]. Nestes experimentos eles mediram a UW-
PE da cultura de levedura em seu ciclo completo de vida. Em trabalho posterior, dois anos mais
tarde, Quickenden e Hee determinaram a distribui¢do espectral entre 200 e 700 nm, em intervalos
de 50 nm, de tais emissOes, para as fases, logaritmica (Log) e estaciondria do crescimento da po-
pulacdo [42]. A distribuicdo espectral na fase Log em que a populacdo estd crescendo continua-
mente, evidenciou uma intensidade maior de contagens de fétons em uma ampla faixa do UV,
entre 200 e 425 nm, e na faixa do visivel entre 525 e 700 nm. Ja a fase estacionaria teve intensi-
dades e largura de faixa em UV menores, com um pico apenas centrado em 250 nm, e uma faixa
mais ampla entre 325 e 525 nm, além de apresentar um pico pronunciado de emissdo em 650 nm.
Através destes experimentos, eles puderam corroborar trabalhos publicados antes, a respeito das
diferentes faixas de espectro de emissdo e suas origens em relagdo ao metabolismo celular.

Em [43], Vogel e Stismuth exploraram a interacdo de culturas de bactérias com o meio de
cultura e suas implicagcdes na UWPE produzidas.

Tilbury no artigo de 1992 [44] correlacionou a emissdo de UWPE com mecanismos de

defesa a estresse quimico.
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Nos artigos de Mathew et al. [14] e Roda et al. [18], Escherichia coli foi usada como indi-
cador bioldgico associado a um substrato quimioluminescente de modo a se poder detectar a sua
presenca ao reagir com a enzima f-glucorosidase.

UWPE de alguns outros microorganismos foram pesquisados desde entdo, e entre eles es-
tao: Pseudomonas fluorescens por Nikolaev [45], Paramecium caudatum por Fels [46], Serratia
mercescens [47], Deinococcus radiodurans [43], Proteus vulgaris [48] e Lactococcus lactis lactis

[49] por Vogel et al..

2.3 PROVAVEIS MECANISMOS DE GERACAO DOS BIOFOTONS

2.3.1 Conceituacao de foton

As caracteristicas dos biof6tons foram apresentadas na se¢do 2.1 como sendo f6tons emi-
tidos na faixa do espectro da luz visivel, alcancando partes do espectro de UV e Near-IR. Antes
de avancar na discussdao das provaveis origens dos biofétons € importante uma breve introdugao

acerca dos fotons e suas origens.

Em 1900, Max Planck publica seu artigo “On the theory of the energy distribution of the normal
spectrum”, acerca da natureza da energia radiada de um corpo negro, fato derivado do estudo de
sua distribuicao espectral, o que levou ao conceito de Quantum, apesar do fato de Planck inicial-
mente ndo ter certeza se o conceito era mais um artificio matemdtico, ou se realmente era algo
com significado fisico mais profundo [50].

As primeiras tentativas de se explicar a radiacao de corpo negro por Wilhelm Wien (1864-
1928) e John William Strutt - Lord Rayleigh (1842-1919) criou uma controvérsia, ja que a férmu-
la empirica proposta por Wien explicava o fendmeno para as altas frequéncias, e a féormula de
Rayleigh para as baixas frequéncias, sendo que ambas eram bastante diferentes e dificeis de se-
rem conciliadas. Planck, utilizando-se da mecanica estatistica criada por Ludwig Boltzmann
(1844-1906) que descreve o comportamento de sistemas constituidos de um grande nimero de
particulas, e introduzindo a hipétese de que a energia de uma fonte de luz era quantizada, estabe-

leceu o que ficou conhecido como Lei de Planck para a radiacao de corpo negro. Vinte € um anos
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mais tarde, em 1921, Einstein consolidou o conceito de quantum com seu trabalho sobre o efeito
fotoelétrico, o que o levou a ganhar o prémio Nobel de fisica daquele ano. E entdo, em 1924, o
quimico americano Gilbert Newton Lewis, cunhou o termo Féton para descrever o quantum de
luz.

Os fotons pertencem a uma categoria de particulas chamadas Bdsons que possuem spin
inteiro; além disto, os fétons ndo obedecem ao principio da exclusio de Pauli, sdo desprovidos de
massa e carga elétrica; no entanto, carregam energia € momento, tendo polarizacdo em relagcdo ao
seu spin, e estdo sempre em movimento, se propagando sempre na velocidade da luz.

A energia do féton, em Joules, é dada, em fun¢do da freqiiéncia, pela equacdo 2.3 do 6-

ton:

E=hv=h- (2.3)

Onde: h = 6,6262.10°* (J.s) € a constante de Planck, v é a frequéncia, c € a velocidade da

luz no vacuo (3.10° m/s) e . é o comprimento de onda.

2.3.2 Geracao de fotons

2.3.2.1 Emissao de linha

O atomo isolado € o sistema mais simples capaz de emitir ou absorver f6tons. Este, ao
mudar sua energia interna entre niveis discretos de energia E;, absorve ou emite um féton com a
mesma energia da diferenca entre estes niveis, como mostrado na Figura 2.11.

O dtomo na condi¢do de energia interna minima, ou no seu estado fundamental Ef, ndo
emite energia. A energia interna de um 4tomo, sendo a soma das energias cinética e potencial de
seus elétrons, ird depender do campo elétrico gerado pelo nicleo deste 4tomo, e dos elétrons cir-

cunvizinhos, além de interagdes magnéticas entre elétrons, e destes com o nucleo [24].
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Emissao Absorgao

Figura 2.11 — Absorcédo e emissio de fétons por um dtomo. Na emissdo o d&tomo passa de um estado de maior ener-
gia E; para o de menor energia menor Ej, na absor¢do ocorre o contrério.

2.3.2.2 Radiagao térmica

A radiag@o térmica € o resultado da temperatura de um corpo, que emite e absorve tal ra-
diacdo para/do ambiente que o circunda, tendendo ao equilibrio térmico com este, quando entao,
as taxas de emissdo e absor¢do se tornam iguais.

A matéria condensada de um corpo emite um espectro continuo de radiacdo, sendo este
independente do material que o compde, dependendo diretamente da temperatura deste corpo.

A Lei de Planck, mostrada na equagdo 2.4, permite descrever quantitativamente a radiacao
eletromagnética de um corpo negro5 em equilibrio térmico, relativamente a sua radiancia espec-

tral [51], ou seja, seu espectro de poténcia por unidade de drea é dado em (W.m™2.m™)°:

2.m.h.c?

wi(T) = ———— (2.4)

/15(9 'A.kB.T_l)

onde: h=6,6262.10" (J.s) € a constante de Planck, A € o comprimento de onda em metros, ¢ é a
velocidade da luz no vacuo (3.1 0° m/s), kg=1,38065.1 0% (J/K) € a constante de Boltzmann e 7 é

a temperatura, em graus Kelvin.

Na Figura 2.12 em (a) e (b) estdo mostradas, respectivamente, a fun¢do de radiacdo para

as temperaturas de 1600, 2400 e 3200 K, e para temperaturas perto da corporal (37 °C).

5 £ L. . Lo
Corpo negro é aquele que absorve toda luz que nele incide, ou seja, sua emissividade e=1; no outro extremo os
corpos transparentes ou reflexivos tem, no outro extremo os corpos transparentes ou reflexivos tem € =0.

. . - o~ , -3 . 2 i
Aqui a unidade da fun¢do de radiagdo do corpo negro é W.m™, embora usualmente seja expressa em W.cm™“.u.m™.
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A energia total emitida por unidade de drea de um corpo negro, em (W/m?) pode ser obtida
integrando-se a equagdo 2.4, obtendo-se, assim, a expressdo conhecida como Lei de Stefan-

Boltzmann:

o _2mSkp Tt 4
WTOT(T) = fO W/'L (/1, T) dA = 15h—3(:2 =0.T (25)

onde: 6 =5,6704.10° (W.m'z.T4) ¢ a constante de Stefan-Boltzmann.

Para corpos em que a emissividade €(A)<1, ou seja, ndo sdo corpos negros, pois nio ab-

sorvem completamente luz em um comprimento de onda, a poténcia emitida pode ser calculada

cOomao.:
e(D). Wi(T) (2.6)
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Figura 2.12 — Radiacdo de corpo negro para 3 temperaturas diferentes (a), o trecho marcado com V mostra o espec-
tro visivel. Em (b) o espectro de radiag@o para temperaturas corporais de 37 e 38 °C, adaptado de [51].
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2.3.2.3 Efeito bremsstrahlung’

Este tipo de emissdao ocorre sempre que um elétron € desviado de sua trajetéria ao se a-
proximar do nicleo de um 4dtomo, o qual possui carga positiva. Este elétron, ao mudar sua trajeto-
ria, tem parte de sua energia cinética transformada em energia eletromagnética, produzindo f6-
tons na faixa do raio-X, e exibindo um espectro de emissao continuo [50]. O efeito bremsstra-
hlung pode ser considerado o efeito oposto ao fotoelétrico, ja que neste ultimo o féton ao ser ab-

sorvido tem sua energia € momento transferidos para o elétron.

Foton gerado por
Eremsstrahlung

-E..

f +
Elétron ¢

MIIcleo

Figura 2.13 — Fé6ton gerado pelo efeito bremsstrahlung.

2.3.2.4 Aceleragdo de uma carga elétrica

Cargas elétricas quando aceleradas produzem radiagdo eletromagnética, seja esta carga
um elétron, préton ou mesmo ions, sendo que esta emissao de fotons se deve ao principio da con-
servacdo da energia e momentum destas cargas. A faixa de comprimentos de onda deste tipo de
emissdo cobre uma ampla faixa do espectro eletromagnético, desde ondas de radio até raios cOs-

micos de alta energia.

7 Palavra de origem alema significa: Bremsen= frear e Strahlung= radiacio.
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2.3.2.5 Aniquilagdo de pares de matéria e antimatéria

Fétons sdo gerados quando um elétron e um pdsitron ao se aproximarem se unem e sao
aniquilados. A matéria desaparecendo em seu lugar surge energia radiante, e neste caso para cada
par aniquilado um par de f6tons € gerado, de forma a conservar o momento do sistema que inici-

almente era zero, sendo que ambos os fétons terdo igual momentum, mas em dire¢des opostas.

Antes Depois

ANN - DO
we* % REAVAVAVAESVAVAVIS

Positron Elétron Foton 1 Foton 2

Figura 2.14 — Geragao de f6tons através da aniquilagdo de um par elétron-pdsitron.

2.3.3 Caracterizacao de uma fonte de luz

Uma fonte de luz consiste de um elemento que emite ondas eletromagnéticas na faixa do

espectro em que a retina humana é capaz de detectar, ou seja, entre 400 e 700 nm; no entanto, é
. . . 2 .~

usual se referir como luz a comprimentos de onda compreendidos entre 10° ¢ 10° nm, e a regido

visivel entre 350 e 750 nm, ou seja, uma faixa mais ampla que a da sensibilidade da retina.

2.3.3.1 Fluxo radiante e energia radiante

A intensidade luminosa como uma medida puramente fisica é dada pelo fluxo radiante,
sendo expresso em watts (J/s), porém, do ponto de vista da sensacdo visual de luz, ou fotometria,
esta medida é dada pelo fluxo luminoso, expresso em limens (/m). O fluxo radiante (¢.) de uma
fonte de luz, sabendo-se o nimero de fétons por segundo n=N/s, e o comprimento de onda A, é

dada multiplicando-se a equagdo 2.3 por N, resultando na equacao 2.7 [52]:
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N

P (2.7)

¢ = E.N =h.c.5=2.10716
A energia radiante, em joules (J), ou lumen.s (Im.s) na fotometria, por sua vez € a integral

do fluxo radiante no tempo, como mostrado na equacdo 2.8:

Qe = [ P dt (2.8)
2.3.3.2 Irradiancia, Emitancia, Intensidade Radiante e Radiancia

Irradiancia (E.), em W/nm’ , ou lux (Ix) em fotometria, também chamada de densidade de
fluxo radiante, € a medida do fluxo irradiado por unidade de drea em uma superficie [52], poden-

do ser calculada por 2.9.

Ade
E, =2 (2.9)

Emitancia (M.), em W/mz, ou Im/m’ na fotometria, € a medida do fluxo radiante irradiado

por unidade de area de uma superficie, podendo ser calculada por 2.10.

_ d¢e
M, =— (2.10)
Intensidade Radiante (I,), em W/sr, ou Intensidade Luminosa, em candela (cd) na foto-
metria, € a medida do fluxo radiante irradiado por um ponto, dividido por unidade de 4ngulo s6li-

do, como ilustrado na Figura 2.15 —, e calculado conforme a equacdo 2.11.

I, =% 2.11)

€ dw

Radiancia (L,), em W/sr.mZ, ou Luminancia, em cd/m® na fotometria, € a medida da inten-
sidade radiante irradiada em uma certa direcao, dividida pela drea da superficie projetada ortogo-

nalmente, conforme mostrado na Figura 2.15, podendo ser calculada por 2.12.
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dl
L, = £
ds.C0SO

(2.12)
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F il Fluxo Radiante — d¢,
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.
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l
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Figura 2.15 — Geometria para defini¢do de intensidade radiante, adaptado de [52]

2.3.4 Teorias acerca da origem dos biof6tons

Existem vdrias teorias acerca da origem das emissoOes de biofétons pelos seres vivos, po-
rém o conhecimento completo de tal fendmeno ainda ndo foi devidamente esclarecido. No entan-
to, certos aspectos destas emissdes ja sdo consenso entre os pesquisadores da drea, tais como as
ligacdes que existem entre estas emissdes e estruturas celulares e as reacdes enzimdticas € nao-

enzimaticas que ali ocorrem, relacionadas ao metabolismo celular [25, 53, 54].

2.3.4.1 Formagdo de espécies reativas de oxigénio como fonte de biofétons

Estresse oxidativo com a formagdo de espécies reativas de oxigénio € uma das principais
fontes de UWPE. Uma comprovagao de tal fato foi feita pelo grupo de pesquisa Chinés em [33]
usando um sistema dotado de mecanismo de inje¢cdo de dgua controlado por computador, que
provia hidratagdo inicial as sementes de arroz dentro de uma camara escura, e, assim, efetuando a

medicao da quimioluminescéncia (CL), puderam correlaciond-la a formagdo de oxigénio singlet
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0,) e ao vigor destas sementes, ou equivalentemente ao seu grau de envelhecimento. Com a
instrumentacio mencionada e uma sonda seletiva para CL de 'O, (MCLA - 2-methyl-6-(p-
methoxyphenyl)-3,7-dihydroimidazo[ 1,2-a]pyrazine-3-one) eles demonstraram que sementes ar-
mazenadas por um menor tempo produziram CL mais forte, com a formagdo de '0,. A PMT usa-
da foi uma Perkin Elmer MP962, com sensitividade espectral entre 185 e 850 nm e contagem de
escuro de 25 s'. O mesmo grupo de pesquisa posteriormente mediu a CL de sementes de arroz,
soja e cevada a diferentes temperaturas e seus espectros de hidratacio inicial, usando uma ins-

trumentacgao similar [55].

2.3.4.2 DNA como fonte de biofétons

Evidéncias de que o DNA (sigla do inglés para Acido Desoxidorribonucleioco) é uma das
principais fontes de emissdo de biofétons foram apresentadas no artigo de Rattemeyer e Popp [6].
Neste trabalho, sementes de pepino em germinagdo foram tratadas com solucdes aquosas de
Brometo de Etidio (EtBr - C,;H,BrN3), um conhecido marcador de 4dcidos nucleicos, em concen-
tracOes entre 107 e 10 mg/L, e o EtBr sendo inserido entre pares de nucleotidios da molécula de
DNA, a conformagdo espacial da dupla hélice do DNA foi alterada. Com o aumento da concen-
tracdo de EtBr, mais inser¢des ocorrem, e o DNA se desenrola, ou se descondensa. Aumentos
progressivos de concentragdo irdo enrolar o DNA em sentido contrdrio, como pode ser visto na
Figura 2.16, a esquerda. A hipétese de Rattemeyer e Popp € de que se o DNA armazena f6tons
em certos estados de conformagdo, este ao se desenrolar deveria liberar tais fotons, e de fato foi o
que eles puderam constatar experimentalmente, como mostra a Figura 2.16 a direita, onde se po-
de ver a dependéncia das contagens de fétons com as diversas concentragdes de EtBr, mostrando
o mesmo perfil de dependéncia mostrado na Figura 2.16 a esquerda, comprovando, assim, a de-

pendéncia da emissdo de biofétons com a estrutura espacial do DNA.
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Figura 2.16 — Conformacdo do DNA e a relacdo com a intensidade de emissio de biofétons, adaptado de [6].

2.3.4.3 Mecanismos de defesa biologica como fonte de biofétons

Makino et al. [56] constataram que mecanismos de defesa, em resposta a acdo dos fungos
inoculados em secgdes de batata doce, sdo responsdveis pela intensificacdo das emissdes de bio-
fotons nas regides afetadas. Neste trabalho eles estudaram o perfil de emissdao da UWPE de sec-
coes cilindricas de raizes de batata doce quando inoculadas por um tipo de fungo (Fusarium
oxysporum - SK102) em vdrias concentragdoes de conidias deste fungo, e observaram o que esta
mostrado na Figura 2.17, onde se pode ver como o perfil de emissao de biofétons varia em fun-
cdo das condic¢des de inoculagdo do fungo e da condi¢do da raiz da planta, isto é, para concentra-
coes diferentes de conidias (1, 5, 20 e 100 conl’dias.lO'S/mL), conidias vivas/mortas e ainda, raiz

viva/morta.
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Figura 2.17 — UWPE de raizes de batata doce em vdrias condi¢des de inoculagdo por conidias de F. oxysporum,
adaptado de [56].
A produgdo de uma fitoalexina® chamada Ipomeamarona em resposta a inoculagdo dos
fungos na batata-doce, e constatada por cromatografia, respalda a hip6tese do mecanismo de de-

fesa ser uma das fontes de UWPE.

2.3.4.4 Teoria da imperfeicao

Outra teoria acerca da origem dos biofotons ¢ a chamada “Teoria da Imperfei¢ao” que a-
lega serem estas emissdes oriundas de uma imperfeicdo dos eventos metabdlicos acontecendo
permanentemente dentro das células. Esta hipétese prevé a existéncia de uma probabilidade pe-
quena, porém nao nula, de que moléculas excitadas aleatoriamente ao retornarem ao equilibrio
térmico emitem uma certa quantidade de fétons quimicamente induzidos, sendo que processos
oxidativos como reagdes com radicais seriam as fontes de tais eventos aleatérios [57]. No artigo
de Popp et al. intitulado “Physical aspects of biophotons” [58], no entanto, essa teoria é confron-
tada com a teoria do campo coerente de fétons ocorrendo dentro dos tecidos, teoria postulada por

Popp e outros, assim a teoria da imperfei¢cao acabou sendo derrogada, em favor desta tltima.

8 L. . . ~ s . .
Fitoalexinas (phyton=planta, alexin=composto que repele) sdo substancias produzidas em resposta ao estimulo
causado por um microorganismo, provocando um mecanismo de defesa que inibe a acdo desta.
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2.4 INSTRUMENTACAO PARA A DETECCAO DOS BIOFOTONS

A detecdo das emissdes de biof6tons apresenta alguns desafios técnicos devido ao tipo de
sinal luminoso que se deseja detectar [5, 59, 60], ou seja, sinais que se caracterizam por um am-
plo espectro de emissdo (entre 200 nm e 850 nm) e de ultra-baixa intensidade (entre 10 e 107 fo-
tons.cm™.s™"). Portanto, para se realizar medi¢des de emissdes de fétons tanto espontineas quanto
estimuladas, sdo necessdrios dispositivos especiais para contagem de fotons, que apresentem alta
sensibilidade e baixo ruido, de forma a alcancar altas relacdes Sinal/Ruido, ja que a maior limita-
cdo técnica para medicdo destes sinais estd associada ao ruido adicionado a estes. Estes dispositi-
vos devem ser capazes de operar em contagem de fétons, sendo as opc¢des atualmente disponiveis
as Valvulas Fotomultiplicadoras (do idioma inglés: Photomultiplier Tube - PMT), as Cameras
CCD (do idioma inglés: Charge-Coupled Devices) e os MCP-MTs (do idioma inglés: Micro-
Channel Plate-Photomultipliers Tubes) [52].

A opcdo de menor custo e maior simplicidade de montagem recai sobre as Valvulas Fo-
tomultiplicadoras que devem ser escolhidas com cuidado para atender as especificidades dos si-
nais em biofotOnica, ou seja, capaz de detectar de 10 a 10* fétons.cm™.s”', em uma drea de até 20
cm’. A opgdo de uso de Camaras CCD e MCP redunda em um alto custo de utilizacdo, onde se

deseja obter informacao da distribuicao espacial das emissdes.

2.4.1 A valvula fotomultiplicadora

As valvulas fotomultiplicadoras (Photomultiplier Tube - PMT) sdo ainda o meio mais
comum para deteccdo de luz de ultra-baixa intensidade, podendo operar na contagem de f6tons
(single photon counting) e tendo ampla aplicagdo em espectroscopia, biotecnologia, medicina
nuclear, na construcdo das gama camaras, em experimentos na drea da fisica de altas energias e

aeroespacial [52].
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2.4.1.1 Funcionamento da valvula fotomultiplicadora

As PMTs sdo essencialmente sensores de luz na forma de um tubo selado a vacuo (10'5
Pa) dotado de uma janela para a entrada da luz, fotocatodo, eletrodo de foco, multiplicador de
elétrons (ou dinodos) e o anodo, como ilustrado pela Figura 2.18.

A luz que atravessa a janela de entrada excita os elétrons do Fotocatodo que através do e-
feito fotoelétrico emite elétrons, os fotoelétrons. Estes fotoelétrons sao acelerados eletrostatica-
mente e enviados pelo eletrodo de focalizagdo na direcdo de uma série de eletrodos intermedia-
rios, os Dinodos. Ao incidirem no primeiro Dinodo os fotoelétrons dao origem a elétrons secun-
darios, que também serdo acelerados eletrostaticamente em direcdo ao segundo Dinodo, e assim
por diante, até serem coletados pelo Anodo. Ao chegar ao anodo, o fluxo de elétrons ja terd sido
multiplicado por varias ordens de grandeza, caracterizando, assim, o ganho (G) do dispositivo.

Para a operacdo da PMT € necessédrio uma fonte de alta tensdo, normalmente entre 1 kV e
2 kV, circuito divisor de tensdo para dividir a alta tensdo entre os dinodos de forma 6tima, blin-
dagem contra fontes de campos elétricos e magnéticos externos, alojamento contra fontes de luz
externas e circuito de detecgdo. O diagrama de circuitos necessarios para a operacao da PMT
pode ser visto na Figura 2.18 (b).

A estabilidade da fonte de alta tensdo € um fator critico na operacdo da PMT, uma vez que
o ganho desta, sendo extremamente alto, sofre com qualquer variacdo na tensio de alimentacao.
Como regra, se a estabilidade desejada para a PMT for 1 %; a estabilidade da fonte de alta tensao
nao deve ser inferior a 0,1 %, isto mostra a dificuldade em se especificar uma fonte de alimenta-
¢do de alta tens@o para a PMT. O uso de um Mddulo PMT, com fonte de alta tensdo integrada,
oferece uma boa solucdo para este problema, e assim, precisa-se somente uma fonte externa de
baixa tensdo; em geral, estes modulos sdo alimentados com uma tensdo continua de +15 V, admi-

tindo certo grau de zumbido (ripple).
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Figura 2.18 — Diagrama simplificado de uma PMT (a), e diagrama de circuitos necessarios para sua operagao (b),
adaptado de [52]

Para aplicacdes onde se deseja contagem de f6tons, alguns fabricantes de PMTs disponibi-
lizam ainda, o que chamam de Cabecotes de Contagem de Foétons (Photon Counting Head), onde
além da valvula fotomultiplicadora e fonte de alta tensdo, isto € integrado com um circuito dis-
criminador para gerar pulsos de contagem, sendo em geral alimentados por uma tunica fonte de

corrente continua de +5 V, devendo ser conectado a um contador de pulsos externo.
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2.4.1.2 PMT em contagem de fétons

Uma PMT estard em operagdo para a contagem de fétons (no idioma inglés: Single Pho-
ton Counting - SPC) quando n@o mais que dois fotoelétrons sdo emitidos dentro do tempo de re-
solu¢do da PMT. Neste tipo de operacdo, os fétons incidentes no fotocatodo da PMT produzem
fotoelétrons que serdo multiplicados pelas emissdes secunddrias nos dinodos alcancando o anodo

com um fator de multiplicagcdo de 10°a 107, ver Figura 2.19.

FOTOCATODO PRIMEIRC DINODO
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Figura 2.19 — Diagrama simplificado de uma PMT (a), e diagrama de circuitos necessdrios para sua operacio (b),
adaptado de [52].

A configuracdo dos circuitos necessaria para a utilizacdo da PMT no modo de contagem
de fotons € mostrada na Figura 2.20. Nesta configuracdo, apés a PMT hd um amplificador para
suprir o circuito discriminador com um sinal de nivel apropriado para sua operagdo, e em seguida
o circuito formatador de pulsos e por fim o circuito 16gico contador que integraliza as contagens

dos pulsos provenientes da vélvula fotomultiplicadora a uma dada base de tempo.
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Figura 2.20 — Circuitos usados no modo contagem de fétons de uma PMT, adaptado de [52].

2.4.2 Caracteristicas construtivas das PMTs

2.4.2.1 Fotocatodo

Sendo a drea foto-sensitiva da PMT, o fotocatodo deve ser bem caracterizado para uma
determinada aplicagdo, pois sua sensibilidade dependerd de varios fatores, especialmente da for-
ma e tamanho de sua drea ativa, sendo que para contagem de fétons a geometria da drea ativa da
vdlvula deverd ser do tipo didmetro eletrostaticamente reduzido, minimizando a contagem de
escuro e melhorando a relacdo sinal/ruido.

O tipo de composto usado na fabricacdo do fotocatodo influencia na resposta espectral da
PMT, e o melhor tipo serd aquele com maxima resposta na faixa de comprimentos de onda de
interesse. Além disto, a espessura do fotocatodo € de fundamental importancia, uma vez que se
muito espesso seu material pode absorver fétons, e se muito fino os fétons atravessardo o fotoca-
todo sem colidir com elétrons.

Quanto ao processo de emissdo do fotoelétron, os fotocatodos podem ser divididos em 2
tipos: reflexivos e transmissivos. Nos reflexivos o material do fotocatodo € constituido de uma
placa de metal, e neste caso os fotoelétrons sao emitidos na dire¢do oposta da luz incidente. Por

outro lado, nos transmissivos, o material do fotocatodo € filme fino depositado em uma placa de
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vidro dotado de transparéncia 6ptica, e neste caso os fotoelétrons sao emitidos na mesma dire¢ao
da luz incidente.
A seguir estdo listados alguns tipos de materiais usados nos fotocatodos das PMTs e suas

principais caracteristicas [52]:

*  Cs-I e Cs-Te: Nao respondem a luz solar, sendo usadas em deteccdo UV no vécuo e
comprimentos de onda nao superiores a 200 e 300 nm, respectivamente;

*  Sb-Cs: Sensivel de UV a visivel, apropriada para aplica¢des onde a intensidade da luz
é relativamente alta;

« Bialkali (Sb-Rb-Cs, Sb-K-Cs): Assim chamados por usar 2 tipos de metal alcalino.
Maior sensibilidade e menor corrente de escuro se comparada ao tipo Sb-Cs. Muito u-
sado em contagem de cintilacdo para medidas de radiag@o;

* Bialkali para alta temperatura e baixo ruido (Sb-Na-K): Pode operar até 175 °C
(fotocatodos normais < 50 °C), porém, sensibilidade menor. A temperatura ambiente
exibem baixas correntes de escuro. Muito usado na industria do petréleo;

*  Multialkali (Sb-Ba-K-Cs): Assim chamados por usar 3 ou mais tipos de metal alcali-
no. Ampla resposta espectral de UV a Near-IR. Usado em espectroscopia de ampla
banda;

*  Ag-0O-Cs: Resposta espectral de visivel a Near-IR; sensibilidade maior em comprimen-
tos de onda maiores; em razao disto, usado em deteccao de Near-IR;

*  GaAsP (Cs): Cristal de GaAsP ativado com Césio. Nao responde a UV tendo alta efi-
ciéncia quantica na regido visivel. Resposta quase plana de 300 a 850 nm;

*  GaAs (Cs): Cristal de GaAsP ativado com Césio. Capaz de responder de UV, a Near-
IR;

* InGaAs (Cs): Similar ao GaAs (Cs), alcancando 1000 nm;

* InP/InGaAsP (Cs) e InP/InGaAs (Cs): Usa juncao PN, podendo contar fétons em 1,7

um e sendo necessdrio resfrid-lo de -60 a -80 °C.
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2.4.2.2 Janela 6ptica da PMT

Outro fator importante € a influéncia da transmissio de luz na janela 6ptica da PMT, sen-
do dada grande aten¢do na especificacdo do tipo de material usado na sua fabricacdo, uma vez
que o conteddo espectral da luz recebida € alterado pela transmissao Optica através da janela, es-
pecialmente na faixa de UV [52].

Os principais tipos de materiais usados nas janelas opticas sio os listados a seguir:

e Cristal de MgF, : tem melhor resposta na faixa da radiacdo UV até cerca de 150 nm;

e Safira: feita de cristal de A/,O; possui transmitancia na regido UV intermedidria entre
Vidro UV-transmissivo e a silica sintética, e uma resposta até 150 nm;

e Silica sintética: capaz de transmitir UV até 160 nm;

e Vidro UV-transmissivo: capaz de transmitir UV até 185 nm;

e Borosilicato: ¢ o tipo mais comumente usado, também chamado Vidro Kovar em ra-
730 de seu coeficiente de expansdo térmica ser muito préximo da liga Kovar usada nos

terminais dos tubos das PMTs. O comprimento de onda minimo se situa em 300 nm.

Na Figura 2.21 estdo ilustradas as transmitancias dos vérios materiais utilizados na fabrica-

¢do da janela 6ptica das PMTs.
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Figura 2.21 — Caracteristicas de transmitincia dos materiais usados nas janelas das PMTs, adaptado de [52].

2.4.2.3 Dinodos

Como ja explicado, na sec@o 2.4.1.1, a tensdo aplicada a cada dinodo pelo circuito divisor
de tensdo, que € da ordem de centenas a milhares de Volts, deve ser cada vez mais positiva em
relacdo ao dinodo anterior para garantir a aceleracio dos elétrons e a efetiva amplificagdo [52].

Os dinodos das PMTs sao normalmente feitos de materiais emissores de elétrons, como:
oxido de berilio (BeO), 6xido de magnésio (MgO), fosfeto de gilio (GaP) ou fosfeto arsenato de
galio (GaAsP), em um substrato de niquel, ago-inox ou liga de cobre e birilio, sendo que cada
dinodo produzird de 5 a 10 elétrons secundérios a partir de um elétron primario, e uma PMT tipi-
catem de 9 a 12 estdgios de dinodos.

Os vdrios tipos de estruturas de dinodos existentes sdo apresentados na Figura 2.22, a se-

guir.
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Figura 2.22 — Tipos de estruturas de multiplicadores de elétrons, adaptado de [52].

Cada uma das estruturas de dinodos da Figura 2.22, apresenta caracteristicas proprias em
relacdo ao ganho, tempo de resposta, uniformidade e eficiéncia, sendo que a escolha devera ser

feita em funcdo das caracteristicas desejadas, conforme breve descri¢do a seguir:
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Gaiola circular (Circular cage): apresenta tempos de resposta rapidos, além da evi-
dente vantagem de ser compacto;

Caixa e grade (Box-and-grid): apresenta alta eficiéncia de deteccio e boa uniformi-
dade, sendo largamente utilizado em head-on PMTs;

Foco linear (Linear-focused): apresenta uma resposta rapida com boa resolucio
temporal, e excelente linearidade de pulso;

Veneziana cega (Venetian blind): apropriado para PMTs com fotocatodos de maior
diametro

Malha (Mesh): apresenta excelente linearidade e alta imunidade a campos magnéti-
Cos;

Placa microcanal (Micro-channel plate): este proporciona sensibilidade espacial e
assegura ganho estdvel em campos magnéticos elevados, com excepcional resolugdo

temporal.

2.4.3 Especificacoes técnicas das PMTs

2.4.3.1 Resposta espectral da PMT

Sendo o fotocatodo o elemento sensor que converte a energia dos fétons incidentes em fo-

toelétrons, a efici€éncia desta conversdo (sensibilidade do fotocatodo) se torna dependente do

comprimento de onda da luz incidente, sendo esta relagdo conhecida como a caracteristica de

resposta espectral do fotocatodo, sendo expressa em termos da eficiéncia quantica e da sensibili-

dade radiante, definidos logo a seguir [52].

Faixa de resposta espectral - Para a faixa de resposta espectral sdo definidos os limites
dos comprimentos de onda de corte superior e inferior, sendo o comprimento de onda in-
ferior determinado pelo material da janela e o comprimento de onda superior dependendo
do material do fotocatodo. A faixa de comprimentos de onda entre os dois limites é defi-

nida como faixa de resposta espectral.
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Eficiéncia quantica QE(%) ou 5(4) - Os fétons incidentes no fotocatodo transferem e-
nergia aos elétrons da banda de valéncia deste, porém nem todos os elétrons serdo emiti-
dos como fotoelétrons, pois o mecanismo obedece a um processo probabilistico. A efici-
€ncia quantica mede a efici€ncia nesta conversdo fotoelétrica num determinado compri-
mento de onda, ou seja, o percentual de fétons que é capaz de gerar elétrons, naquele
comprimento de onda. Portanto, € um parametro fundamental de um fotomultiplicador ja
que da uma nocdo de qual serd a relagdo sinal/ruido, sendo de importancia ainda maior

quando se deseja efetuar contagem de fétons:

QE(%) = (1) = 2£.100 2.13)

N;°
sendo: Ng € numero de fotoelétrons e N; € namero de fétons incidentes.

Sensibilidade radiante E(J) ou Sk - A sensibilidade radiante € definida como a corrente
emitida pelo fotocatodo por unidade de poténcia radiante da fonte em um determinado
comprimento de onda, medido em (A/W). Além disto, caracteristicas de resposta espectral
relativas sdo também usadas quando a sensibilidade radiante méxima € normalizada para

100%:

E(Q) = Sy =i—’;.100 2.13)

sendo: Ix € a corrente de fotocatdodo e Lp € a intensidade de fluxo radiante como definido
na se¢ao 2.3.3.1.

Relacao entre E(4) e n(4) - A relacdo entre Eficiéncia Quantica e Sensibilidade Radiante,
pode ser expressa quando se observa as equacdes que descrevem a energia de um féton
(E) e a quantidade de fétons por segundo emitidos de uma fonte radiante. Sendo a energia
do féton E=h.c/4, entdo a quantidade de fétons por segundo 7 de uma fonte radiante serd

dada por:
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n, =P.— (2.14)

sendo: P é a poténcia radiante da fonte (J/s), h=6,6262.1 0 (J.s) € a constante de Planck,
A é o comprimento de onda, c=3x/ i (m/s) é a velocidade da luz no vacuo.

Sabendo-se ainda que a corrente do fotocatodo é expressa pela equagao 2.15:
A
Iy = P.E.n(l).e (2.15)

sendo: e=1,602.1 0']9(C) € a carga do elétron.

Entéo, por defini¢do:

PLn).
E(A) — IFK — h.cn € — An(Q).e — An) (216)

P h.c 1,24

Ou ainda, a eficiéncia quantica pode ser obtida da sensibilidade radiante usando-se a e-

quagdo 2.17:

1240.Sk.100

n(%) = K2 2.17)

sendo: Sk € a sensibilidade radiante.

Sensibilidade luminosa - E comum a especificacio da sensibilidade de PMTs comuns a-
través da sua sensibilidade luminosa, que é um parametro mais pratico de se avaliar que a
resposta espectral que demanda um sistema sofisticado e caro para poder ser levantada. A
sensibilidade luminosa corresponde a corrente obtida no catodo ou anodo dividida pelo
fluxo luminoso (limen) de uma lampada de tungsténio a uma temperatura de 2856 K,
sendo um limen a iluminacao produzida por um fluxo de um lux em uma area de um me-

tro quadrado.
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2.4.3.2 Eficiéncia de captagdo e eficiéncia de deteccao

A eficiéncia de captacdo (Collection Efficiency - a) corresponde a relacdo entre o nimero
de elétrons que chegam na 4rea efetiva do primeiro dinodo pelo nimero de fotoelétrons emitidos,
ou seja, ¢ a medida da probabilidade de captacdo destes fotoelétrons na area efetiva do primeiro
dinodo (onde efetivamente ocorre multiplicagdo) sendo normalmente um valor entre 60 a 90%.
Embora nos demais dinodos também existam elétrons secundarios que nao atingem a area efetiva
destes dinodos, o efeito destes é menor, ou quase nulo, em compara¢cdo com o primeiro dinodo
[52].

A eficiéncia de deteccao (Detection Efficiency - DE) é a razdo entre o sinal detectado e o
sinal de entrada de uma PMT, e para contagem de f6tons € expressa como o produto da eficiéncia

quantica do fotocatodo pela eficiéncia de captagdo, como na equagdo 2.18.

DE=Y=pq (2.18)

Np

sendo: N, € o valor contagem, N, € o nimero de fétons incidentes, 1 € a efici€ncia quantica e o €

a eficiéncia de captacdo.

2.4.3.3 Ganho da PMT

O ganho de uma vélvula fotomultiplicadora serd fun¢do do nimero de dinodos que esta
possui, e das tensOes aplicadas aos eletrodos intermedidrios, ou seja, entre os dinodos. Valores
tipicos de ganho estdo na faixa de 103 a 108 dependendo do niimero de dinodos e da tensdo apli-
cada aos inter-eletrodos [52].

O ganho (G) de uma PMT pode ser calculado pela seguinte expressao 2.19, a seguir:

G=2=0a.6..6,..6, (2.19)
K
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sendo: G;, G2, G, sdo os ganhos em cada dinodo, 14 e Ix sdo as correntes de anodo e fotocatodo e

o ¢ a eficiéncia de captacao.

2.4.3.4 Corrente de escuro

Mesmo na auséncia de luz incidente no fotocatodo, uma corrente de saida sera obtida no

anodo, a Corrente de Escuro, sendo esta corrente produzida por diversas fontes, tais como [52]:

Elétrons termicamente emitidos pelo catodo e pelos dinodos;

Ruido gerado por raios cosmicos, is6topos radioativos do invélucro de vidro e raios
gama naturais do ambiente;

Cintilacdo do invdlucro de vidro e suportes dos eletrodos quando elétrons secundérios
sdo desviados para estas partes produzindo pulso de corrente de escuro;

Emissdo de elétrons por acdo de campos elevados gerados por tensdes excessivas a-
plicadas a PMT;

Correntes de fuga entre anodo e outros eletrodos e/ou pinos da PMT;

Correntes de ionizagdo de gases residuais.

A parcela da corrente de escuro gerada por efeito térmico pode ser minimizada submeten-

do a PMT a resfriamento, as demais fontes ja sdo mais dificeis de serem minimizadas. Além dis-

to, a corrente de escuro aumenta com o aumento da tensido de alimentacdo. Uma PMT com alta

sensitividade em uma ampla faixa de comprimentos de onda, em geral tende a produzir uma mai-

or contagem de escuro e recomenda-se refrigeracdo no caso desta faixa de comprimentos de onda

ir além de 700 nm.

A medida de corrente de escuro especificada pelos fabricantes em geral sdo obtidas ap6s a

PMT ser mantida por 30 minutos no escuro. Apés 30 minutos, as medidas de corrente de escuro

serao ainda melhores.



51

2.4.3.5 Relagdo Sinal/Ruido

A relacdo sinal/ruido (no idioma inglés: Signal to Noise Ratio - SNR) de uma PMT ¢ a re-
lagdo entre o sinal de saida devido ao sinal luminoso de entrada e o sinal de saida da corrente de
escuro [52]. No modo contagem de fétons, a SNR da PMT € melhor que na sua operagdo anal6-
gica, uma vez que, as flutuagdes nos tamanhos dos pulsos que ocorrem durante o processo de
multiplicacdo desaparecem em razdo da presenca do circuito de discrimina¢do, como mostrado na
Figura 2.20.

A relacdo sinal/ruido de uma PMT, funcionando no modo contagem de f6tons, pode ser

calculada pela equacgdo 2.20, a seguir [52]:

Ns.\/T

SNR = ———
+VNs+2(Ng+Np)

(2.20)

sendo: Ng, Np e Np s@o as contagens por segundo da luz incidente, do ambiente e da corrente de

escuro, respectivamente, e 7 € o periodo de medi¢do, em segundos.

Na equagdo 2.20 Ny € obtido subtraindo-se Nz+Np do total de contagens.

Para se obter a melhor SNR possivel, 3 fatores principais devem ser observados: (1) usar
uma PMT com a maior eficiéncia quantica possivel na faixa espectral a ser medida; (2) ter a luz
incidente a ser medida guiada em direcao ao fotocatodo com minima perda e 6tima configuracio

para detec¢do da luz; (3) ter a largura de banda a mais estreita possivel.

2.4.3.6 Linearidade, uniformidade e estabilidade

As PMTs apresentam boa linearidade na corrente de anodo em uma ampla faixa de niveis
de luz incidente, ou seja, possuem uma ampla faixa dinamica. No entanto, se a luz incidente é
muito intensa, a saida comega a se desviar da curva de linearidade ideal, o que é provocado prin-
cipalmente por caracteristicas de linearidade do anodo, mas também pelas caracteristicas de line-

aridade do fotocatodo se este operar a uma baixa tensdo de alimentacdo e corrente elevada. As
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caracteristicas de linearidade do fotocatodo e do anodo sdo dependentes somente do valor de cor-
rente, se a tensdo de alimentacdo for mantida constante, sendo independente do comprimento de
onda da luz incidente [52].

A uniformidade do fotocatodo € a medida da varia¢do do sinal de saida em relacdo a posi-
¢do do fotocatodo. A uniformidade do anodo pode ser interpretada como o produto da uniformi-
dade do fotocatodo pela uniformidade do multiplicador de elétrons [52].

A estabilidade de uma PMT € a medida da variacdo do sinal de saida em relacdo ao tempo
de operacdo, podendo ser designada como desvio (driff) que se caracteriza por ocorrer em curtos
periodos de tempo, ao longo da vida util, que ocorre por tempos consideravelmente maiores de
1000 a 10.000 horas. Outro fator de instabilidade se refere a fadiga que a PMT é submetida pela
fonte de alimentacdo e pela temperatura ambiente. Quando a medida que se deseja realizar deve
ter estabilidade de alguns poucos pontos percentuais, recomenda-se um prévio envelhecimento de
algumas horas até dezenas de horas ou, ainda, esquentar a PMT por cerca de 30 a 60 minutos

para reduzir o desvio [52].



3 PROJETO E TESTES DO SISTEMA

3.1 ARQUITETURA DO SISTEMA
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A arquitetura do sistema da camara escura, mostrando os principais elementos mecanicos,

eletronicos e fotdnicos, pode ser visto na Figura 3.1.

Modulo Pulsos
ad . . - TT_LR Placa de
Filro - 1 | Co?jg%em
Optico - :
; \\ ! >
||urﬁrr11?a|dur ! | +bV Fonte de j
: \ - i T6mA Alimentacao Comersor
! : GPIBRS232 |Rs232/1USB
Placade ‘. | Conversores
Petri ~J| X RS5232/JSB
) |
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_-|. Acionador
Escura 1 : ' Cabo Luz + o Shutter
i Tanque de Fluido || de Fibra Shutter
Aquecedor/Refrigera- Controlador
. —— PIDde
dor/Bomba de Fluido Temperaura

Figura 3.1 — Diagrama em blocos esquematico do sistema da cAmara escura.

A Figura 3.2, a seguir, mostra a foto do sistema fisico real contendo os blocos que consti-

tuem o diagrama da Figura 3.1, exceto a placa de contagem e o microcomputador.
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Figura 3.2 — Foto mostrando o sistema real completo, montado na bancada do laboratério, exceto a placa de conta-
gem e o microcomputador.

3.1.1 Projeto da parte mecanica da camara escura

O projeto das pecas da camara escura, e suas dimensdes estdo mostrados na Figura 3.3.
Fotos da camara estdo nas Figuras 3.4 e Figuras 3.5. As pecas foram confeccionadas em aco ino-
xidavel e acomodam a placa de Petri com a amostra bioldgica sob experimentagdo na sua parte
inferior, o anel iluminador € fixado na parte superior, cerca de 2 cm acima desta placa de Petri. O
modulo PMT ¢€ fixado na parte superior em uma camara fechada. Observa-se na Figura 3.3 que a
camara mede 227 mm de altura e 165 mm de didmetro na sua base.

Na parte inferior da camara, além do espaco para acomodar uma placa de Petri de até 10
cm de didmetro, ha um reservatério de fluido, logo abaixo da superficie onde a placa repousara.
O fluido € mantido sob temperatura controlada, e circulando através de um sistema de controle de

temperatura, como descrito na se¢io 3.1.2.4.
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Figura 3.3 — Projeto da camara escura em AutoCAD.
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Na Figura 3.3, do desenho da camara, estdo apontadas as localizag¢des fisicas do médulo
PMT, anel iluminador, placa de Petri e o reservatério para o fluido de controle de temperatura da
placa de Petri, e nas Figuras 3.4 e 3.5 estas localizacdes podem ser vistas nas fotos das pecas das
partes inferior e superior da cAmara. Nestas pecas foram providas furacdes para as fixacdes e pas-
sagens para a conexao elétrica do médulo PMT, cabo de fibra 6ptica do anel iluminador, e para a

admissao e saida do fluido do reservatorio de fluido.

Local para / Local para
a colocacdo = a fixacdo do
da placade _ = ‘anel iluminador
Petri \

Mangueiras
de circulacdo
de fluido

Local para

(b) alojar a PMT

Figura 3.4 — Fotos das partes inferior (a) e superior (b) da camara, ainda em fase de construcdo. Em (a) estdo mos-
tradas, ainda, as mangueiras de entrada e saida de fluido na camara de fluido; e em (b) estdo mostradas as localiza-
¢des de fixacdo do anel iluminador e de alojamento da PMT.

Cuidado especial foi tomado na vedagdo das partes superior e inferior da camara que,
quando fechada, deve garantir que nenhuma luz seja capaz de entrar no seu interior. Para tanto,
um anel de borracha de vedacao foi colado na borda da parte inferior da camara. Quando a cAma-
ra é fechada a parte superior exerce pressao sobre a borracha de vedacdo, e desta forma garante
que nao haja qualquer passagem de luz do exterior. Para garantir a integridade da vélvula foto-
multiplicadora contra a sua ativacdo inadvertida quando a camara estiver aberta, um interruptor
do tipo normalmente aberto foi colocado de modo que somente quando esta estiver fechada é
possivel o acionamento da PMT através do programa de controle feito em LabVIEW. A Figura
3.5, a seguir, mostra em (a) o anel de borracha de vedacdo na borda da parte inferior da camara e

o push-button com a camara aberta (contato desligado), e em (b) esta fechada (contato ligado).
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acionado
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Figura 3.5 — Detalhes do mecanismo de prote¢do da cAmara. Em (a) a cAmara estd aberta, mostrando o local onde a
placa de Petri é colocada, a presenca do anel de vedacdo, a entrada de fluido, e o push-button. Em (b) a camara fe-
chada e o push-button acionado.

3.1.2 Projeto eletronico e fotonico

Os dispositivos que constituem o sistema eletronico de detec¢dao e contagem de fétons,
mostrados no diagrama em blocos da Figura 3.1, serdo descritos a seguir. Basicamente, o sistema
eletronico da camara escura € constituido do médulo PMT, placa de contagem de pulsos USB,
dispositivo iluminador anelar da amostra, shutter para a fonte de luz do iluminador, controlador
de temperatura da amostra e fonte de alimentacdo programével controlada via RS232, sendo cada

um destes subsistemas descritos a seguir.

3.1.2.1 Médulo PMT

O Modulo PMT da empresa japonesa Hamamatsu, modelo H7360, cuja foto € mostrada
na Figura 3.6, incorpora uma valvula fotomultiplicadora, sensivel ao espectro da luz visivel e
circuitos eletronicos associados como fonte de alta tensdo e condicionador de pulsos. Este modu-
lo, portanto, detecta e condiciona os pulsos de contagem que serdo entregues a placa de contagem
com um minimo de circuitos eletronicos, sendo necessdria apenas uma fonte de tensdo continua

de +5 V. Esta tensdo é fornecida por uma fonte de alimentacdo programével de fabricacdo da
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Agilent Technologies, modelo E3640A, sendo controlada pelo programa de controle em LabVI-

EW.

Figura 3.6 — Detalhes do mecanismo de prote¢do da cimara. Em (a) a cAmara estd aberta, mostrando o local onde a
placa de Petri € colocada, a presenca do anel de vedacao, a entrada de fluido, e o push-button. Em (b) a cAmara fe-
chada e o push-button acionado.

O modulo H7360 é fabricado em 3 versdes, com sufixos 01, 02 e 03; todas as 3 versoes

podem operar de 5 a 40 °C, e suas PMTs tém um diametro da drea efetiva do fotocatodo de 22

mm. A Tabela 3.1, a seguir, sumariza as diferencas entre as 3 versdes do médulo H7360.

Tabela 3.1 — Diferencas entre as versdes do médulo H7360.

Modelo/Especificacio H7360-01 | H7360-02 | H7360-03
Resposta Espectral (nm) 300 a 650 | 300 a 650 | 300 a 850
Pico Sensibilidade (nm) 375 420 420
Ruido de Escuro Tipico (cont./s) 15 60 5.000

A Figura 3.7, a seguir, mostra o diagrama em blocos da estrutura interna do médulo
H7360, e na Figura 3.8, estdo mostradas as caracteristicas de sensibilidade de contagem em fun-
¢do do comprimento de onda, e do ruido de escuro em funcido da temperatura para toda série
H7360. Como pode ser visto nesta figura, a versdao H7360-01 € a que apresenta menor ruido de
escuro, e a versao H7360-02 é a de maior eficiéncia de deteccao, sendo que as duas foram utili-

zadas na implementacdo das 2 camaras escuras montadas.
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Figura 3.7 — Diagrama em blocos do médulo PMT da Hamamatsu modelo H7360, adaptado de [62].
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Figura 3.8 — Grificos da sensibilidade de contagem (a) e ruido de escuro (b) da PMT H7360, adaptado de [62].
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3.1.2.2 Placa USB de contagem de fétons

A Placa de Contagem de pulsos usada no sistema aqui descrito é de fabricacdao da empresa

Hamamatsu Corp., modelo C8855, cuja foto e desenhos das vistas superior e laterais indicando

seus conectores e indicadores, podem ser vistos na Figura 3.9.

Esta placa possui interface de comunicagdo USB para a transferéncia de dados com um

PC, sendo capaz de proporcionar 17 intervalos de integracdo de contagem diferentes, de 50 mi-

crosegundos a 10 segundos.

Conforme o diagrama em blocos da placa de contagem, Figura 3.10, esta placa é micro-

controlada, possuindo memoria tipo FIFO (first-in first-out) alimentada por dois contadores (A e

B). Isso permite que a contagem dos pulsos provenientes do condicionador de pulsos na entrada

de sinal possa ocorrer sem qualquer tempo morto.
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Figura 3.9 — Foto e desenhos das vistas superior e laterais da placa de contagem de pulsos C8855, mostrando seus
conectores e LEDs indicadores, adaptado de [63].
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Figura 3.10 — Diagrama em blocos da placa de contagem de fétons C8855 da Hamamatsu (a), temporizagdo da du-
pla contagem (b), adaptado de [63].

A Figura 3.10 (b) mostra como funciona o esquema de dupla contagem desta placa, quan-
do um contador termina uma contagem no intervalo de tempo especificado no painel frontal do
programa de controle em LabVIEW, o outro contador imediatamente inicia a contagem subse-
quente. Isso possibilita que o dado de contagem do canal que concluiu a contagem possa ser
transferido através do barramento USB para o PC, enquanto uma nova contagem estd ocorrendo
[63].

O microcontrolador da placa de contagem C8855 se comunica via USB com o aplicativo
de controle no PC de modo a transmitir os dados de contagem, e selecionar as vérias fungdes da
placa tais como: origem do sinal de frigger (pode ser interno ou externo); ativacao dos 2 pinos de
entrada e saida (I/0O) de uso geral padrao TTL; ativacdo da saida de tensdo DC; dentre outras fun-

coes.
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3.1.2.3 Subsistema de iluminagao

O subsistema de iluminagao é destinado aos experimentos de detec¢do de Luminescéncia
Retardada (DL) é composto de uma fonte de luz halégena que possibilita trés niveis de ilumina-
cdo diferentes, e ainda € dotado de um disco seletor de filtros dpticos opcionais, dispositivo ilu-
minador anelar, consistindo de um guia de luz de fibra 6ptica com um anel iluminador na saida
da luz, shutter optico fabricado pela empresa Uniblitz - modelo VS25S2TO0, e, por fim, o aciona-
dor do shutter 6ptico, também da empresa Uniblitz - modelo VMM-DI. O iluminador anelar es-
colhido para o projeto € fabricado pela Edmund Optics, modelo cujo desenho esquematico estd

mostrado na Figura 3.11.

Foto do
iluminador
anelar

Desenho esquematico do iluminador anelar
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Figura 3.11 — Iluminador anelar com cabo de fibra 6ptica usado na cdmara, adaptado de Edmund Optics.

Uma foto da montagem do iluminador com o shutter optico acoplado a ele, e estes monta-
dos acima do acionador do shutter estd mostrado na Figura 3.12 (a). Os painéis, frontal e traseiro
do acionador VMM-D1 estao mostrados na Figura 3.12 (b), acima e abaixo, respectivamente. O
anel iluminador de 6,6 cm de diametro estd fixado a cerca de 20 mm acima da placa de Petri no
interior da cdmara escura, de modo a proporcionar uma iluminac¢iao uniforme sobre esta, como

mostrado no diagrama em blocos apresentado na Figura 3.1.
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A iluminacdo no interior da camara deve ser completamente extinta antes que o mddulo
PMT possa ser acionado, o que é garantido pelo programa de controle em LabVIEW. Isto ocorre
através do uso do shutter 6ptico acoplado a saida da fonte de luz, e controlado pelo acionador do
shutter. Este acionador é conectado através de uma interface RS232 com um PC, que através do
programa de controle em LabVIEW, aciona e desaciona o shutter 6ptico, acoplando e desaco-

plando a luz ao guia de fibra 6ptica do iluminador anelar.
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Figura 3.12 —Foto da fonte de luz e shutter montado acima do acionador (a). Em (b) diagramas dos painéis frontal
(acima) e traseiro (abaixo) do acionador do shutter.

3.1.2.4 Controlador PID de temperatura

O controlador PID de temperatura, cujo projeto e implementacao foi resultado de um tra-
balho de conclusdo de curso em Tecnologia de Telecomunicagdes da Faculdade de Tecnologia da
Unicamp, em Limeira [64], seguiu as especificagdes do programa de controle desenvolvido em

LabVIEW para o sistema da camara escura. Este controlador PID de temperatura mantém cons-
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tante, em um dado valor de controle, a temperatura do fluido circulante que atravessa o reservato-
rio de fluido, na parte inferior da camara, conforme mostrado anteriormente na Figura 3.3. A
temperatura do fluido estando mantida constante, e estando em circulacdo sob a superficie onde a
placa de Petri com a amostra bioldgica repousa, manterd a temperatura da amostra biolégica con-
trolada.

O controlador PID de temperatura, que atua em conjunto com um controlador de tempera-
tura comercial da marca Julabo, modelo F240, é capaz de controlar a temperatura no interior da
camara entre -10 °C e 50 °C (x1 °C). O controlador comercial Julabo, é constituido de um aque-
cedor/refrigerador/bomba de fluido, e ird bombear o fluido na temperatura desejada, através do
reservatorio de fluido mostrado nas Figuras 3.1, 3.3 e 3.4. Além disto, uma resisténcia adicional
foi montada no controlador Julabo F240 de modo a estender a faixa de atuacdo do controlador
Julabo, além, de alcancar um controle mais eficaz através do controlador PID. Uma foto do con-
trolador PID de temperatura estd mostrado na Figura 3.13. Nesta pode-se ver a interface com o

usudrio constituida de um teclado de membrana e um mostrador de cristal liquido alfanumérico.

Figura 3.13 — Fotos do aquecedor/refrigerador/bomba marca Julabo (a) e do controlador de temperatura (b).
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O circuito eletronico do controlador PID de temperatura estd baseado em um sistema mi-
crocontrolado de 8 bits, e driver de poténcia baseado em TRIAC controlado por angulo de fase,
acionando uma resisténcia dentro do controlador Julabo para aquecimento de um fluido circulan-
te no reservatorio situado na base da cAdmara logo abaixo do local para a placa de Petri.

A comunica¢do do controlador de temperatura com o PC utiliza a porta serial padrao
RS232, sendo esta escolhida por estar presente na maioria dos microcontroladores comerciais de
8 bits, e ser de facil programacdo e utilizagdo, ainda com a possibilidade de se usar um conversor
de RS232 para USB, caso o PC ndo possua a interface RS232. O sensor de temperatura instalado
no interior da cAmara escura € o circuito integrado LM35, o qual € interfaceado com o conversor
analégico/digital do microcontrolador. O LM35 fornece uma tensdo de saida linearmente propor-
cional a temperatura em graus Celsius, fornecendo 10 mV/ °C. O sinal do sensor recebido pelo
microcontrolador fecha a malha de controle do algoritmo PID, chegando ao menor erro possivel
em relacdo ao valor da temperatura desejada. No programa de controle em LabVIEW, mostrado
na Figura 3.14, estdao apresentados o valor da temperatura desejada e o valor real informado pelo

sensor de temperatura, além do canal serial utilizado na comunicacdo com o controlador PID.

3.1.3 Projeto do programa de controle em LabVIEW

O programa de controle, feito em ambiente LabVIEW, implementa um instrumento virtu-
al (VI), com um painel frontal, como o mostrado na Figura 3.14.

Nesta Figura 3.14 esta apresentado o tracado do resultado de um experimento executado
para avaliar a evolugdo das contagens de fotons durante o crescimento de uma colonia de E. coli

por um periodo de 24 horas.
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Figura 3.14 — Painel frontal do instrumento virtual feito em linguagem LabVIEW.

3.1.3.1 Descrigdo da interface com o usuario

A seguir sdo descritos os controles e indicadores do painel frontal do VI mostrados na Fi-
gura 3.14, os quais constituem a interface com o usudrio do programa de controle:

e Controle Intervalo: selecio pelo usudrio do intervalo de tempo para a totalizacdo das
contagens de fétons. A cada intervalo de contagem a placa de contagem totaliza uma con-
tagem gerando um dado na memoria;

e Controle Pontos: possibilita a entrada pelo usudrio do nimero N total de pontos de con-

tagem de f6tons de um loop de contagem;
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Controle Loops: possibilita a sele¢do pelo usudrio do nimero de vezes que a medi¢cdo dos
N pontos se repetird, sendo que a cada repeticao o arquivo de dados é salvo automatica-
mente;

Indicador Total [s]: indica o tempo total de medi¢do de um experimento em funcio do
intervalo de contagem, do niimero de pontos totais e do nimero de loops ou repeticoes;
Indicador Medido [s]: indica o tempo de medicdo transcorrido desde o inicio da aquisi-
¢do;

Controle Setup: possibilita a selecdo pelo usudrio de opcdes de funcionamento do ins-
trumento virtual, como sera visto mais adiante;

Campos Descricdo e Diretorio: possibilita a selecdo pelo usudrio de um nome a ser atri-
buido ao arquivo de dados salvo automaticamente de forma incremental a cada loop, no-
me este seguido da data de inicio da aquisi¢do, exemplo: medida-1406-19h26.txt. Abaixo
do campo Descri¢cdo aparece o campo Diretdrio, onde estd mostrado o local no disco rigi-
do onde o arquivo de dados sera salvo;

Controle Elimina Zeros: permite selecionar a op¢do de eliminar as contagens zeradas,
que podem ocorrer quando o intervalo de contagem é muito curto;

Controles ON/OFF e I/0: permite testar o acionamento da fonte de alimentagdo da PMT
através da interface serial RS232 usada, esta selecionada pelo controle /0 ao lado deste;
Controle Setpoint: permite selecionar o Setpoint de temperatura para o controlador de
temperatura PID. Abaixo do controle Setpoint hi o controle I/0 de selecdo da porta serial
a ser usada pelo controlador de temperatura;

Indicador °C Real: mostra a temperatura da cadmara escura recebida do controlador PID;
Controles PID e I/0: permite habilitar/desabilitar o controlador de temperatura PID atra-
vés da interface serial RS232 selecionada pelo controle /0 ao lado deste;

Controle Ton [ms]: permite selecionar o tempo, em milisegundos, de iluminacdo da a-
mostra bioldgica no interior da camara escura. Corresponde ao tempo que o acionador do
shutter o mantém aberto para a passagem de luz da fonte de luz até o anel iluminador, via
cabo de fibra 6ptica. No campo abaixo de Ton esta o controle de selecao da porta de co-
municag¢ao serial que controlard o acionador do shutter;

Controle Delay [ms]: permite acionar o tempo, em milisegundos, que transcorrerd desde

o fechamento do shutter pelo acionador do shutter até que seja iniciada a contagem de f6-
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tons. Abaixo do botdao Delay estd o botdo Driver que habilia/desabilita o funcionamento
do acionador do shutter, e abaixo deste o indicador Shutter ON/OFF indica a ativacdo do
shutter;

e Controles Driver e I/0: permite habilitar/desabilitar o acionador do shutter através da in-
terface serial RS232 selecionada pelo controle /0 ao lado deste;

o Controles Iniciar, Sair, Abrir e Salvar: respectivamente, inicia a aquisicao de dados, en-

cerra o programa, abre e salva arquivo de dados.

3.1.3.2 Estrutura do programa de controle

O programa feito em ambiente LabVIEW que implementa o instrumento virtual foi estru-
turado usando-se uma méquina de estados, sendo que um dos estados utiliza eventos para monito-
rar os controles do painel frontal, tornando a programacdo mais eficiente e de facil manutencao.

A mdquina de estados que implementa a légica do instrumento virtual € constituida dos
estados descritos a seguir, sendo que para uma melhor compreensao do funcionamento do pro-
grama de controle, todos os diagramas em blocos em linguagem LabVIEW, devidamente comen-

tados, podem ser consultados no Apéndice A.

e Estado Inic - neste estado inicializacOes gerais do programa sao feitas como: defini-
¢oes dos valores iniciais dos controles do painel frontal da VI e valores associados aos
intervalos de contagem usados pelo firmware da placa de contagem na programacao de
sua operagdo. Alguns dos controles sdo inicializados lendo-se um arquivo de configu-
racdo que salva os valores utilizados na dltima operacdo do programa pelo usudrio, tais
como: intervalo de contagem e nimero de pontos. Neste estado Inic a placa de conta-
gem USB C8855 € inicializada. Além disto, a tecla Iniciar se torna visivel, e a Finali-
zar oculta, e as teclas Sefup e o campo Descrigdo se tornam piscantes (esquerda inferi-
or) para alertar a necessidade da interferéncia do usudrio. Por fim, a fonte de alimenta-
¢ao e o acionador do shutter 6ptico s@o desativados via interface serial RS232. Ao final

a maquina de estados leva ao estado Event;
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Estado Event - neste estado, uma estrutura de eventos fica na espera de um evento as-

sociado a um dos controles do painel frontal; desta forma, estes controles ficam mais

facilmente tratados pelo programa. Para cada evento especifico, associado a cada con-

trole, um tratamento especifico é dado, como descrito a seguir:

Eventos Loops/Pontos/Intervalo: basicamente, o que é executado neste e-
vento é o cédlculo do tempo total de aquisi¢ao em fun¢do dos dados de entra-
da dos controles: Pontos, Intervalo e Loops, sendo estes dados salvos no ar-
quivo de inicializagdo Inicializa.ini, o qual é lido ao se iniciar o programa,
carregando estes valores nos respectivos controles;

Evento Setup: quando a tecla Sefup é pressionada, o programa entra numa
estrutura que, através de caixas de didlogo, permitem ao usudrio selecionar o
diretério de destino do arquivo de dados, selecionar a elimina¢do, ou ndo, de
contagens nulas, e habilitar/desabilitar o uso do iluminador e do controlador
de temperatura;

Evento ON/OFF': configura a interface RS232, e envia comandos de confi-
guracdo para a fonte de alimentacdo Agilent de modo a operar com +5 V em
116 mA na alimenta¢cdo do médulo PMT;

Evento PID/Driver: PID permite o acionamento do controlador de tempera-
tura via interface RS232, enviando o valor do Setpoint de temperatura, e len-
do o valor da temperatura real do sensor LM35. Driver permite o controle do
acionador do shutter via interface RS232, enviando os comandos para abrir e
fechar o shutter de forma temporizada;

Evento Descrigcdo: permite ao usudrio entrar uma palavra que descreve o ar-
quivo de dados que serd salvo com um nome composto pela descricao segui-
do do dia, més, hora e minuto corrente, por exemplo: medida-1206-
15h53.1xt.

Evento Load: executa a carga de um arquivo de dados pré-existente na tela.
Este arquivo de texto, na forma de 2 colunas, sendo a primeira dos tempos e
a segunda do valor das foto-contagens, permite ao programa o cdlculo do va-
lor do intervalo de contagem, e do total de pontos da aquisi¢do, sendo estes

dados também carregados nos controles respectivos do painel frontal do VI;
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= Evento Save: permite ao usudrio salvar o arquivo de dados com um nome

por este digitado na caixa de didlogo que se abre. O arquivo serd formatado
de acordo com o explicado no item anterior Load, descrito acima;

Evento Iniciar: prepara a aquisi¢do de dados de contagem, com base nas in-
formacdes dos controles Intervalo, Pontos, Loops e Descrigcdo, além de ou-
tras varidveis de controle da aquisi¢do. Aparecerd uma caixa de didlogo de
confirmacao ou ndo do inicio da aquisi¢ao, se “sim” o evento leva ao estado
Start da maquina de estados, e a aquisi¢do tem inicio, se “ndo” volta a varrer
a estrutura de eventos;

Evento Sair: apresenta uma caixa de didlogo na qual o usudrio opta por en-
cerrar ou ndo o programa, se “sim” leva ao estado Stop da miquina de esta-
dos onde o programa € encerrado, se “ndo” volta a varrer a estrutura de e-

ventos.

Estado Start: neste estado a aquisi¢do de dados tem inicio. Como uma primeira etapa,
todos os controles do painel frontal sdo desabilitados exceto o controle Finalizar. Em
seguida, caso o shutter tenha sido selecionado para uso, o programa executa o bloco
que envia comandos para o acionador do shutter, de modo a fazé-lo abrir por um peri-
odo Ton, e entdo fecha-lo depois de esperar um periodo Delay para o acionamento da
fonte da PMT, que inicia a aquisi¢do de dados pela placa de contagem USB. A cada
numero de pontos adquiridos, dado pelo controle Pontos, o arquivo de dados € salvo de
forma incremental, e a varidvel de contagem associada a Loops € incrementada. Ao fi-
nal da aquisic@o do total de pontos (Pontos vezes Loops) esta é encerrada, a fonte do
modulo PMT desligada, e o programa levado ao estado Event novamente;

Estado End: estado de encerramento do programa levado pelo evento Sair.

3.1.3.3 Acesso ao hardware da placa de contagem

O device driver da placa USB de contagem de pulsos C8855, fornecido pelo seu fabrican-

te (Hamamatsu Corp.), devidamente instalado no computador hospedeiro, torna possivel ao pro-

grama de controle em LabVIEW acessar os dispositivos de hardware desta placa através da bi-
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blioteca de vinculo dinamico C8855api.dll, responsdvel pela interface entre a aplicacdo e o hard-
ware. Esta biblioteca, também fornecida pelo fabricante da placa, traz sete funcdes de biblioteca,

cujos nomes e funcdes estido apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Funcdes da biblioteca C8855api para acesso ao hardware da placa USB de contagem pelo programa de

controle.
Funcao Descricao
C8855_0Open Reinicializa o driver, abre o recurso
C8855_Close Fecha o driver, libera recursos
C8855_Reset Reinicializa a placa de contagem

C8855_CountStart | Inicia processo de contagem

C8855_CountStop | Finaliza processo de contagem

C8855_Setup Configura os parametros de contagem

C8855_ReadData | Leitura do valor de contagem

3.2 SISTEMA ELETRONICO ALTERNATIVO

Como uma alternativa de baixo custo aos componentes de hardware descritos na secao
3.1.2, relativos ao projeto eletronico, uma placa microcontrolada foi desenvolvida de modo a
substituir a placa de contagem C8855 e o acionador do shutter, além de oferecer o controle de
acionamento da alimentacdo do médulo PMT e a leitura de um sensor de temperatura LM335; tal
placa pode ser vista na forma de um diagrama em blocos na Figura 3.15.

A placa alternativa foi desenvolvida tendo como base um micrococontrolador da familia
AVR RISC de 8 bits, modelo ATmega328, funcionando com clock de 16 MHz, e tendo como
interface de comunicag¢do com o PC a porta USB ou porta serial padrao RS232, tal como mostra-
do na foto da Figura 3.16. A possibilidade de se agregar recursos futuros, por se tratar de uma
solucdo ndo proprietdria, ¢ um grande diferencial deste sistema microcontrolado, sem mencionar
o custo de implementacdo que representa uma minima fracdo do custo dos componentes de

hardware descritos na secao 3.1.2.
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Ao ser iniciada uma aquisicao de dados de contagem de fétons pelo programa de controle
no PC, a cada pulso de contagem proveniente do médulo PMT corresponderd ao atendimento de
uma interrupcdo externa do ATmega328, interrupcdo esta programada para ser ativada na borda
de descida. Na rotina de atendimento de interrup¢do, uma varidvel de contagem € incrementada, e
a totalizacdo desta contagem fica condicionada ao término da contagem de tempo associada a um
temporizador/contador programado para gerar o tempo de integralizacdo, o qual € ajustado no
programa de controle do instrumento virtual em LabVIEW. Este programa de controle recebe os
dados de contagem totalizados, assim como envia dados de programagdo do temporiza-
dor/contador para o microcontrolador, via comunicago serial do PC conectada ao canal serial do
microcontrolador ATmega328.

O custo de implementagdo do sistema alternativo microcontrolado integrado com base em
uma placa de desenvolvimento Arduino Uno e demais mddulos de rel€ e sensor LM35 disponi-
veis para esta placa é de cerca de R$ 200,00 contra um custo de cerca de R$ 9.000,00 da placa
C8855 da Hamamatsu.

O cdédigo fonte do firmware deste sistema microcontrolado, com os devidos comentarios,

pode ser encontrado no Apéndice B.

3.2.1 Programa de controle do sistema alternativo

O instrumento virtual que implementa o programa de controle para o sistema alternativo
microcontrolado, também feito em linguagem G, ou LabVIEW, tem um painel frontal como o
mostrado na Figura 3.17.

A descricdo completa do programa de controle do sistema alternativo, em linguagem G,
na forma de seus diagramas em blocos, devidamente comentados, pode ser encontrada no Apén-

dice D.
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Figura 3.17 — VI do sistema microcontrolado alternativo..

3.2.1.1 Descrigdo da interface com o usudario do sistema alternativo

A seguir estdo descritos apenas os controles e indicadores do painel frontal do VI do sis-

tema alternativo que diferem do sistema descrito em 3.1.3:

= Controle DT: selecdo pelo usudrio do intervalo de tempo para a totalizagao das contagens

de fétons. As opgdes de selecdo de intervalos de contagem sdo as seguintes: 10 ms, 20 ms,

50 ms, 100 ms, 200 ms, 500 ms, 1s,2s,5se10s;

= Controle Nr.Ptos: possibilita a entrada, pelo usuério, do ndmero total de pontos de con-

tagem de f6tons de um loop de contagem;
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* Controle Habilita: possibilita habilitar o iluminador para experimentos de luminescéncia
retardada;

* Controle Ler ADC: possibilita a apresentacdo do valor de temperatura medida pelo sen-
sor LM35 associado a um dos pinos de entrada de conversor analdgico/digital do ATme-

ga328.

3.3 AVALIACAO DE DESEMPENHO DA CAMARA ESCURA

O desempenho da camara escura projetada e implementada foi levantado em termos do
ruido de escuro para diversas temperaturas de operagdo, e ainda do levantamento de parametros
de luminescéncia retardada, efetuado para diversas condi¢des de teste, como explicado mais adi-
ante.

Além dos testes mencionados acima, um teste comparativo de germinacdo com sementes
de trigo e com microorganismos avaliou o ganho em termos de SNR em relacdo a dados obtidos a

partir de um modelo de camara implementada anteriormente, em 2005.

3.3.1 Testes de ruido de escuro em funcao da temperatura

O primeiro teste de desempenho realizado teve como objetivo levantar as caracteristicas
do ruido de escuro do sistema em funcado da temperatura. Como mencionado na secdo 2.4.3.4, o
ruido de escuro sdo as contagens de fétons provenientes de fatores construtivos da PMT, que ndo
podem ser eliminados, e fatores ambientais, tais como: radiacdo térmica, raios cosmicos, iSGtopos
radioativos de materiais préximos € raios gama naturais.

Os testes de ruido de escuro foram feitos para as temperaturas de 10, 20, 30, 40 e 50 °C,
em duas séries diferentes, uma delas constituida de 5 medidas para cada temperatura com duracao
de 1,0 hora e tempo de integracdo de 1,0 segundo, totalizando 25 medicdes de 1,0 hora, e uma
outra série constituida de 3 medidas para cada temperatura, com duracdo de 24 horas e tempo de
integracdo de 10 segundos, totalizando 15 medi¢des de 24 horas.

Os resultados destas duas séries de testes estdo mostrados na Figura 3.18, na forma de his-

togramas.
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Figura 3.18 — Histogramas dos testes de desempenho do ruido de escuro da cAmara escura para as tempera-
turas de 10, 20, 30, 40 e 50°C e para intervalos de contagem de 1,0 (a) e 10 segundos (b).
Na Tabela 3.3, a seguir, estdo apresentadas as estatisticas médias para cada série de testes
de desempenho do ruido, ou seja, testes de 1,0 h de duragdo com intervalo de contagem de 1,0 s;

e testes de 24 h de duracdo com intervalo de contagem de 10 s.
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Tabela 3.3 — Estatisticas dos testes de desempenho do ruido de escuro da cdmara escura para as temperaturas de 10,
20, 30, 40 e 50°C com duracgdes de 1 h e 24 h.

Médias das Testes de 1,0 h e contagens a cada 1,0 s Testes de 24 h e contagens a cada 10 s

Estatisticas 10°C | 20°C | 30°C | 40 °C | 50 °C 10 °C 20 °C 30 °C 40 °C 50 °C

Média 19,42 | 18,88 | 21,44 | 18,88 | 21,44 | 183,80 | 190,45 | 227,46 | 257,92 | 401,21

Desvio padrdo | 7,30 | 7,30 | 6,93 | 7,30 | 6,93 | 24,35 | 23,39 | 23,67 | 23,92 | 27,33

Valor minimo 2,4 1,4 3 1,4 3 110 105 | 147,67 | 179,67 | 303,67

Valor maximo | 146,8 | 123,2 | 53,2 | 123,2 | 53,2 | 554,33 | 581,33 | 591 | 377,33 | 569,67

3.3.2 Testes de luminescéncia retardada

Outro teste realizado para se verificar o desempenho da camara foi o levantamento das ca-
racteristicas das emissdes de luminescéncia retardada para diversas condicdes de teste.
As condig¢des de teste de luminescéncia retardada escolhidas s@o aquelas que se apresen-

tam em alguns dos testes rotineiramente realizados com amostras bioldgicas, ou seja:

» (Camara vazia, avaliando-se a luminescéncia retardada produzida apenas pelo material uti-
lizado na confec¢@o da camara;

= Presenca de uma placa de Petri de 10 ou 6 cm de didmetro no seu interior, com e sem adi-
cdo de dgua destilada, como usado em testes de germinagdo de sementes;

* Presen¢a de uma placa de Petri de 10 ou 6 cm de didmetro no seu interior, com e sem adi-
c¢do de uma solucdo de dicromato de potdssio (K2Cr,O7), como usado em testes de germi-

na¢do de sementes sob estresse quimico.

Além disto, os testes foram feitos para 4 condi¢des de iluminacdo diferentes, usando-se po-
téncia de iluminacdo maxima (175,6 Ix), e minima (54,0 1x), e tempos de excitacdo de 2 e 10 se-
gundos, proveniente de uma fonte de luz halégena, como descrito na sec¢ao 3.1.2.3.

A Figura 3.19, em (a) e (b), mostram o resultado do teste de luminescéncia retardada para du-

as condi¢des de poténcia de iluminacdo: maxima e minima, respectivamente.
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A Figura 3.20 (a) apresenta os picos de contagem em nimero de contagens/50ms, calculado
como a média aritmética de 5 medi¢des sucessivas. Por fim, na Figura 3.20 (b) sdo apresentados

os valores das contagens finais apds 90 segundos do inicio dos testes.
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Figura 3.19 — Luminescéncia retardada da camara medida para diversas condi¢des de teste. Em (a) para iluminacéo
com 54 1x, e em (b) com 175,6 1x.
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Figura 3.20 — Picos iniciais e contagens finais apds 90 s das DLs da Figura 3.19 para as diversas condigdes de teste
(a). Em (b) valores finais das contagens apds 90 segundos do inicio dos testes.
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O conhecimento prévio destas caracteristicas de luminescéncia retardada, apresentadas
nas Figuras 3.19 e 3.20, e levantadas para estas diversas condi¢des de testes, nos possibilita uma
avaliagdo mais apurada dos resultados dos testes com amostras bioldgicas em placas de Petri con-
tendo somente dgua, ou uma solucdo estressante. Pode-se, através destas caracteristicas, saber
como uma determinada substancia presente ou adicionada ao teste se comportard do ponto de

vista da absor¢do e re-emissdo de luz.

3.3.3 Testes comparativos de germinacao

Com o objetivo de validar a camara escura desenvolvida, comparou-se as medidas da in-
tensidade do sinal de UWPE realizadas com outra camara escura projetada e construida em 2005
pelo grupo do LaFA/UNICAMP/Limeira. Nos testes comparativos foram utilizadas duas amos-
tras de 50 sementes de trigo em fase de germinacdo. As amostras foram colocadas em duas placas
de Petri, as quais foram forradas com 5 filtros de papel embebidas em 3 ml de dgua destilada. As
placas de Petri com as amostras permaneceram por 72 horas dentro da cdmara de medicdo. Em
ambas as camaras a temperatura das amostras foi mantida em 20 °C.

Ambos os experimentos foram conduzidos sob temperatura controlada em 20 °C nas de-
pendéncias do LaFA/Unicamp/Limeira.

Os resultados destes testes comparativos sdo mostrados na Figura 3.21. Observa-se um
ganho de cerca de 60% do sinal do sistema implementado em relacdo ao sistema implementado
em 2005 [65], isso se tomamos como referéncia os vales nos sinais de contagem por volta da 24*
h, os quais ocorrem em ambos os sinais de contagens.

Além dos testes comparativos com 50 sementes de trigo, outro resultado com 25 sementes
ao invés de 50 também estd apresentado nesta Figura 3.21.

A principal razdo do ganho adicional de sensitividade se deve ao tamanho menor da ca-
mara escura implementada, reduzindo o ruido de escuro por apresentar superficies de emissao
menores, se comparada aquela de 2005 — sistema LaFA, além da distancia menor entre a drea
sensivel da PMT e a placa de Petri, de cerca de 5 vezes menor.

Observar que o periodo inicial de 12 horas € marcado a presenca de um decaimento no

padrdo de emissdo, € devido a luminescéncia retardada, uma vez que alguma ilumina¢do, mesmo
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que de baixa intensidade, é necessdria para o manuseio da amostra ao colocd-la na camara de

medicao.
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Figura 3.21 — Teste comparativo de germinagao.

3.3.4 Testes de germinacao simultaneos

Os resultados de dois testes de germinagdo simultaneos de 24 horas, com sementes de tri-
go em duas camaras de medicdo de UWPE similares (PMTO01 e PMTO02), implementadas como
descrito neste capitulo, estdo mostrados na Figura 3.22.

As medi¢des mostradas na Figura 3.22 se iniciaram apds as sementes permanecerem den-
tro de uma camara de germinacao por 24 horas em placas de Petri com filtros de papel embebidos
em 2 ml de dgua destilada como substrato e sob temperatura controlada em 20 °C. Ao serem
transferidas da camara de germinagdo para as cdmaras de medi¢cdoes de UWPE, evitou-se que fos-

sem expostas a luz.
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Observa-se, na Figura 3.22, que ambas as amostras no interior das duas camaras tem pa-
drdes de emissdo que se seguem mutuamente, o que pode ser justificado por estarem em condi-
cOes ambientais similares. Os graficos das medicdes de UWPE para a PMTO02 apresentam valores
de contagens superiores ao da PMTO1 em razdo do médulo PMT que equipa a cAmara PMT02
(H7360-02) ter um ganho maior que o médulo PMT da camara PMTO01 (H7360-01), embora esta
ultima apresente um menor ruido de escuro, como também estd mostrado nos tragados inferiores

desta figura.
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Figura 3.22 — Testes simultaneos de germinagcdo em duas camaras de medi¢do de UWPE idénticas.

3.3.5 Testes comparativos com microorganismos

Na Figura 3.23 sao apresentados os resultados obtidos na contagem da UWPE em amos-
tras de coliformes e Escherichia coli, ambas em fase de crescimento no interior da cimara escura.
As contagens foram realizadas com o sistema LaFA e com o sistema desenvolvido, de modo a se
poder comparar o desempenho das medi¢des obtidas. Como eram esperados, os resultados destes

experimentos também evidenciaram uma melhora considerdvel na SNR.



83

Uma série constituida de 4 testes foi preparada, em 3 destes testes usou-se Escherichia co-
li, e em um deles e esgoto doméstico. Os testes foram feitos de acordo com o método padrdo para
exame de dgua e dguas residuais da Associacdo Americana de Satide Publica [66]. Os resultados
foram analisados e comparados a resultados similares de testes feitos usando a camara de medi-

cdo de 2005.

10000 -

Sistema
desenvolvido
E. coli (t01-t03)

] . Coliformes -
\ _ e S L /Sistema de 2005

\ Coliformes \ Ruido do subéi?ato K E. coli

100 v T v T v T v 1

0 6 12 18 24
Tempo (h)

-

Foto-contagens (#/10s)
o
3

Figura 3.23 — UWPEs de E. coli e coliformes crescendo dentro da cAmara escura por 24 horas.

As amostras de E. coli foram fornecidas pela Fundacio Tropical (Campinas/SP) na forma
de cepas padronizadas (ATCC 25.922) e as amostras de efluente sanitdrio foram obtidas na esta-
cdo de tratamento de esgoto localizada no Campo Experimental da Faculdade de Engenharia A-
gricola da Universidade de Campinas, tendo sido todas elas preservadas a 0 °C até o momento do
inicio da incubagdo. As cepas de bactérias cresceram em temperatura controlada de 37 °C por um
periodo de 24 horas em meio EC com MUG (4-methylumberiferyl-B-glicuronideo), o qual € usa-
do para deteccdo fluorogénica de bactérias do grupo coliforme e Escherichia coli tendo seu pH
ajustado para 7,0 e contendo Triptona (20,0 g/1), Lactose (5,0 g/1), Sal Biliar (1,5 g/1), Di-potéssio
fosfato (4,0 g/1), Mono-potéssio fosfato (1,5 g/l), Cloreto de Sédio (5,0 g/l) e 4-metilumbeliferil-
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B-D-glicuronideo (0,05 g/1). Para a dilui¢do a cepa foi colocada dentro de peptona bacterioldgica
contendo: nitrogénio total (14%), amino nitrogénio (2,6%) e cloreto de sédio (1,6%). Apds se
proceder a esterilizacdo da camara escura, com dlcool 70%, a amostra sob estudo foi colocada no
interior desta, onde esta permaneceu por 24 horas sob temperatura controlada em 37° +/- 1°C,

sendo as contagens de fétons feitas com um intervalo de integracdo de 10 segundos.
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4 ENSAIOS BIOFOTONICOS APLICADOS EM CONTROLE AMBIENTAL

4.1 MOTIVACAO

A atividade humana € responsdvel pela geracdo de uma quantidade enorme de residuos
todos os dias, em especial nas grandes metrépoles. Associado a isto, existe o problema da preser-
vacdo dos recursos hidricos contra contaminag@o por estes mesmos residuos. Sdo dois sérios pro-
blemas que requerem acOes urgentes das autoridades sanitdrias, especialmente em localidades
que ainda ndo dispdem de uma destinagdo apropriada e ambientalmente correta para estes resi-
duos [67].

Um destino possivel para tais residuos estd na utilizacdo destes como fertilizantes na agri-
cultura. Entretanto, a eficacia de tal procedimento deve ser cuidadosamente estudada de modo a
se ter confianga sobre possiveis efeitos toxicos pela presenca de ameacas quimicas. Se estes se-
dimentos pudessem ser usados eficazmente como fonte de fertilizantes na agricultura resolveria
dois problemas fundamentais: destinacdo adequada dos residuos de tratamento de esgoto e au-
mento na producao de alimentos.

Diante deste quadro, torna-se desejavel que se tenha uma ferramenta de anélise rdpida do
processamento de esgoto e tratamento de dgua, de modo a possibilitar rdpidas decisdes no geren-
ciamento das politicas publicas nestas areas. Neste sentido, o uso da abordagem da biofotdonica

parece ser bastante apropriado, como serd demonstrado neste capitulo.

4.2 UWPE E DL DE SEMENTES COMO INDICADOR BIOLOGICO

Na secao 2.2.3 mostrou-se, através do trabalho de Zeiger, que se pode avaliar a vitalidade
de amostras de semente através da andlise de sua UWPE. Na secdo 2.2.1 mostrou-se como as
UWPEs de sementes de grama diferem quando estas sdo submetidas a estresse fisico por esma-
gamento, resfriamento e aquecimento. E na se¢do 2.2.2 foram explorados resultados da avaliacao
de DLs de algas submetidas a estresse quimico. Em todos estes, e outros tantos trabalhos, fica

evidente que as medi¢des de biofétons de amostras biolégicas sofrem alteracdes nos padrdes des-
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tas emissdes quando em situacdo de estresse fisico ou quimico, sendo possivel aplicd-las como
indicador biolégico para tais condi¢des.
Nesta secao serdo apresentados os resultados das medi¢des das UWPEs e de DLs de se-

mentes de trigo em germinacdo, quando submetidas a acdo de estresse quimico.

4.3 UWPE DE SEMENTES SOB ESTRESSE QUIMICO

Através do uso do sistema de medi¢do de UWPE desenvolvido, e tendo como amostras
bioldgicas sementes de trigo em germinagdo, experimentos foram executados para se avaliar a
aplicabilidade da andlise dos distdrbios nos padrdes destas emissdes quando as amostras sao
submetidas a estresse quimico. Estes experimentos foram realizados no Laboratério de Fotdnica
Aplicada - LaFA, da Faculdade de Tecnologia - FT da Unicamp, localizada em Limeira/SP. Ou-
tras dependéncias da FT/Unicamp, como o Laboratorio Fisico-Quimico e de Microbiologia, fo-
ram também utilizados para atender necessidades especificas, como no caso da preparacdo de
amostras quimicas e microbioldgicas.

As solugdes estressantes preparadas para os experimentos foram: Fluoreto de Sédio (NaF)
e Mercurio (Hg), em concentragdes correspondentes as concentracdes efetivas ECsg e ECg, en-

contradas através de testes de sensibilidade como descrito a seguir.

4.3.1 Testes de sensibilidade

Os testes de sensibilidade feitos com sementes de trigo em germinacio de modo a se iden-
tificar as concentracdes efetivas ECsy e EC;o9 das solu¢des quimicas de fluoreto de sédio (NaF) e
mercurio (Hg). As concentragdes ECsy e ECjgo sdo aquelas que levam a germinacao de 50 e 0%
das sementes, respectivamente, e para determind-las, foram feitos testes de sensibilidade, seguin-
do as normas para testes de quimicos - Guidelines for testing chemicals [68] da Organizacdo para
Cooperagdo Econdmica e Desenvolvimento (Organisation for Economic Co-operation and Deve-
lopment - OECD).

Os testes de sensibilidade foram executados na forma de varreduras com solucdes prepa-

radas em 5 concentragdes em progressdao na base 2, aplicadas em duplicata a 10 amostras de se-
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mente de trigo com 25 sementes cada, arranjadas em 6 placas de Petri com 5 filtros de papel em-
bebidos em 3 mL de dgua destilada, manipuladas em ambiente higienizado, e mantidas em ger-
minac¢do dentro de uma cdmara de germinacdo do tipo BOD’, por 5 dias. Ao final deste periodo a
taxa de germinacdo foi levantada, e caso as concentracdes efetivas ECsp e ECjo9p ndo fossem en-
contradas, uma nova varredura era feita com concentragdes maiores ou menores, dependendo do
resultado dos testes anteriores.

Os resultados encontrados para as concentragdes efetivas ECsy e ECjq para as solugdes de
fluoreto de sédio (NaF) e mercurio (Hg) estio mostrados na Tabela 4.1 a seguir.

Tabela 4.1 — Concentragdes efetivas ECsy e ECy( para as solugdes de NaF e Hg encontradas nos testes de sensibili-
dade.

Substiancia/Concentracio | ECs, ECi

Fluoreto de Sédio (NaF) 50mM | 100 mM

Merctirio (Hg) 0,8mM | 1,0 mM

4.3.2 Procedimento experimental

A seguir um roteiro dos procedimentos experimentais dos testes de germinagcdo com es-

tresse quimico € apresentado.

e Preparacao das solucdes - Solucodes estressantes foram preparadas a partir de solugdes
padrdes, tendo como base testes de sensibilidade previamente feitos para se descobrir as
concentracgdes efetivas ECjop € ECsp, ou seja, aquelas que provocam taxas de germinagdo
de 0% e 50%. Posteriormente, o pH destas solucdes foram corrigidos para proximo de 7,
por ser o pH neutro, correspondendo ao pH da dgua destilada.

e Germinacio das sementes - Sementes de trigo (Triticum aestivum) de um lote bem ca-
racterizado quanto a idade e origem, foram selecionadas e agrupadas em 6 amostras com
25 sementes cada, tendo sido a massa de cada amostra medida em balanga de precisdao. A

manipulacdo destas amostras se deu em ambiente higienizado, e fazendo-se uso de luvas

? Sigla no idioma Inglés para Biochemical Oxygen Demand ou Demanda Bioquimica de Oxigénio.
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de latex para evitar contaminac¢do por microorganismos. As amostras foram entdo, cuida-
dosamente arranjadas no interior de 6 placas de Petri de 6 cm, sobre 5 filtros de papel
previamente esterilizados em autoclave, e embebidos em 3 ml de dgua destilada. Apds a
montagem destas 6 placas, elas foram rotuladas para identificacdo posterior e levadas a
uma camara de germinacio do tipo BOD para germinar no escuro, sob controle de umida-
de e temperatura constante de 20 °C por um periodo inicial de 72 horas. Apds este perio-
do, 2 das 6 placas de Petri foram retiradas da camara BOD, em condicdo de pouca ilumi-
na¢do, uma delas recebendo 2 ml de agua, aquela rotulada como “Controle 17, e a outra 2
ml de solugdo estressante, rotulada “Estresse 17, e entdo levadas ao interior das camaras
de medi¢ao de UWPE. Das 4 placas que permaneceram na camara de germinagao, 2 delas
receberam 2 ml de solucdo estressante, rotuladas como “Estresse 2 ¢ 3”, ¢ duas receberam
2 ml de 4gua destilada, rotuladas como “Controle 2 e 3”, germinando por mais 24 horas.
Medicoes da UWPE - Dois sistemas de medi¢c@o idénticos (PMTO1 e PMT02), exceto
pela diferenca de ganho, como explicado na secdo 3.3.4, e implementados segundo as
descricoes feitas no Capitulo 3, usando a placa de contagem USB C8855, foram usados de
forma simultanea para a medi¢cdo das UWPEs da placa contendo a amostra de controle e
da placa contendo a amostra sob estresse. Apds se proceder a esterilizacdo das duas cama-
ras com alcool 70%, as duas placas de Petri retiradas da camara de germinagdo, em condi-
¢do de pouca iluminagdo, foram colocadas no interior das camaras PMTO1 e PMTO02, ap6s
uma delas, rotulada como “Controle 1’ receber outros 2 ml de dgua destilada, e a outra ro-
tulada como “Estresse 1” receber mais 2 mL de solugdo estressante, respectivamente. De-
pois de serem fechadas e os parametros de aquisi¢do ajustados no programa de controle
em LabVIEW para uma duracdo do teste de 24 horas e contagens integralizadas a cada 10
segundos, inicia-se as contagens de UWPE nas duas camaras simultaneamente. Além dis-
to, a sala onde as cAmaras foram instaladas sendo climatizada, a temperatura dos ensaios
permaneceu constante em cerca de 20 °C.

Variacao do teste - Em uma variacdo do procedimento acima, as medi¢des nas 2 camaras
tém inicio no 1° dia de germinacdo, simultaneamente a germinagdo das 4 outras amostras
dentro da camara de germinagdo, e por um periodo de inicial de 72 h. No inicio do 4° dia,
as camaras sdo abertas em condicao de pouca iluminagdo, o agente estressante aplicado na

amostra da PMTO2 e dgua destilada aplicada na amostra da PMTO1, e entdo fechadas para
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que a aquisicdo continue por mais 24 h. O mesmo ocorrendo com as placas na camara de
germinacdo, ou seja, 2 delas recebem 2 ml de solugdo estressante e duas recebem 2 ml de
dgua destilada, germinando por mais 24 horas.

Medicao dos resultados das germinacoes - Apdos o término do periodo de 96 horas dos
testes, as 6 amostras de 25 sementes que estiveram germinando, adquiriram biomassa, es-
tas foram entdo novamente pesadas, € os comprimentos das raizes medidos.
Processamento dos dados - Os dados das medi¢Oes das biomassas e de foto-contagem
(UWPE) foram processados através do programa de tratamento de dados OriginPro ver-
sdo 8, da empresa OriginLab Corp. Todos os graficos da evolugdo temporal das UWPEs
foram alisados através da média local dos 100 valores de foto-contagem adjacentes, mas-
carando assim as variacdes aleatorias do ruido de escuro que sdo agregados aos sinais de
biofétons.

Diferencas nos ganhos das PMTs - Embora as duas cAmaras PMTO1 e PMTO02 sejam i-
dénticas, e equipadas com médulos PMTs do mesmo modelo (H7360), a eficiéncia de de-
teccdo do médulo da cdmara PMTO02 (H7360-02) sendo maior que o da PMTO1 (H7360-
01), leva os valores de contagem da PMTO02 serem sempre maiores que o da PMTO1, para
as mesmas condi¢des de teste, embora este ultimo apresente menor ruido de escuro. Tal
fato foi corrigido no tratamento dos dados pelo programa OriginPro aplicando-se um fa-
tor de correcao aos dados oriundos da PMTO2. Este fator de correcao foi obtido calculan-
do-se a média dos dados gerados pela razdo entre os valores de foto-contagens obtidas das
medig¢des do ruido de escuro das PMTO02 e PMTOI. Esta razdo entre os dados de fotocon-
tagem de ruido foi calculada ponto a ponto, e o valor médio desta razdo resultou em 1,20.
Sequéncia de testes — Ao término de cada teste de uma série, o teste seguinte é colocado
para medi¢do na camara de medicdo de UWPE. Para que esse seqiienciamento fosse pos-
sivel, houve a necessidade de um planejamento de montagem das placas de Petri com as

amostras de modo que os inicios de germinacao destas amostras.
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4.3.3 Resultados dos testes de germinacao sob estresse por Hg

4.3.3.1 UWPE dos testes com Hg 0,8 mM (ECsg)

Nesta série de 3 testes, o estresse quimico por Hg em concentracdo de 0,8 mM, corres-

pondente a ECs, foi aplicado no 4° dia de germinac¢do, quando tiveram inicio as medicdes de

UWPE com duracdo de 24 h e periodo de integralizacdo das contagens em 10 s, exceto para o

teste 1, onde a medi¢cdo de UWPE se iniciou a partir do 1° dia de germinacdo, como mostrado na

Figura 4.1. Observar a presenca do decaimento inicial da UWPE, decaimento este devido a lumi-

nescéncia retardada (DL), como discutido na secdo 3.3.3. Observar ainda, que esta DL estara

sempre presente em todos os testes de germinagdo feitos, tanto para as solucdes estressantes de

Hg como de NaF.
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Figura 4.1 — Testes de germinacdo com estresse por Hg 0,8 mM, correspondendo & ECs,. Em (a) teste 1 com medi-
¢do a partir do 1° dia de germinagdo - 96 h, onde em (b) estd mostrado apenas as 24 h finais deste teste. Em (c) e
(d), testes 2 e 3 onde a UWPE foi medida somente as 24 h finais do periodo de 96 h de germinacao.

4.3.3.2 UWPE dos testes com Hg 1,0 mM (EC o)

Nesta série de 3 testes, o estresse quimico por Hg em concentragcdo de 1,0 mM, corres-
pondente a ECq, foi aplicado no 4° dia de germinacdo, as medi¢oes de UWPE efetuadas com

duracdo de 24 h e periodo de integralizacao das contagens em 10 s, como na Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Testes de germinacdo com estresse por Hg 1,0 mM, correspondendo a EC;¢. Somente foi medida a
UWPE das 24 h finais das 96 h de germinacao.

4.3.3.3 Tratamento dos dados de UWPE dos testes com Hg

O processamento dos dados de foto-contagem das duas séries de 3 testes, tendo como a-
gente estressante Hg em concentracdo de 0,8 mM e 1,0 mM, correspondente a ECsy e ECj o, feito
através da aproximacao linear dos perfis de emissdao das UWPE, estd mostrado na Figura 4.3 (a) e
(b). Na figura 4.3 (c) os coeficientes angulares das aproximacdes lineares dos perfis de emissao
das UWPE das amostras de controle e estressadas por solu¢des de Hg nas concentragdes ECsg e
ECi00, quando correlacionadas aos ganhos percentuais de biomassa e soma total dos elongamen-
tos das raizes, se mostram agrupadas, mostrando claramente os efeitos depressivos do agente es-

tressante sobre a emergéncia das radiculas.
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Figura 4.3 — Aproximagdes lineares dos perfis de emissdo de UWPE dos testes de germinagdo com estresse por Hg
ECs (a) e ECyq (b). Em (c) correlag@o entre os coeficientes angulares destas aproximacdes com os ganhos de bio-
massa e soma total dos elongamentos das raizes.

4.3.3.4 Foto das placas controle e estresse para Hg a 1,0 mM

Na Figura 4.4, fotos das placas com as amostras de sementes de trigo em germinacao apos
96 h, a esquerda, a placa com a amostra de controle, e a direita, a amostra que sofreu a acdo da

solucdo de Hg a 1,0 mM.

Figura 4.4 — Fotos mostrando as placas de Petri com as amostras controle (esquerda) e sob estresse por Hg a 1,0 mM
(direita).
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4.3.3.5 Discussdo dos testes de estresse por Hg

O teste 1 da série usando a solucdo de Hg - ECsy, sendo um teste de 1° dia, mostra em seu
periodo inicial, ou seja, sem a aplica¢do de estresse quimico na amostra, Figura 4.1 (a), um gran-
de sincronismo entre o perfil de emissdo de UWPE da amostras nas 2 cadmaras até a 72* hora, isso
em resposta a fatores ambientais comuns. Apds a aplicacdo do estresse quimico na amostra pre-
sente na da camara escura PMTO2, pode-se notar que as emissdes de UWPE das 2 amostras di-
vergem entre si, evidenciado o efeito do agente estressante na amostra sob estresse.

Na Figura 4.2, para os testes com Hg - ECj¢p, comparativamente aos graficos mostrados
na Figura 4.1, para a solu¢ao Hg em concentragdo ECsj, as mudangas nos padrdes de emissao das
UWPE das amostras de controle, em relacdo as amostras sob estresse quimico, se mostraram bas-
tante similares, o que reflete serem as solu¢des de mercurio capazes de produzir grandes distur-
bios nas emissdes de UWPE.

As Figuras 4.3 (a) e (b) mostram os padrdes de emissdao da UWPE para os testes de ger-
minagdo por estresse por solucdo de mercurio nas concentragdes ECsy e ECy9, respectivamente, €
o rapido crescimento nas emissOes das amostras sob estresse (PMT02), se comparadas as amos-
tras de controle (PMTO1). Este fato reflete a forte acdo da solucdo estressante sobre as sementes
em germinacao, porém, o mecanismo bioquimico associado a tal aumento nas emissdes ndo pode
ser verificado, por estar fora do escopo deste trabalho de tese. No entanto, os efeitos da solugcdo
estressante por si s6, mesmo sem o conhecimento de sua causa, se constituem em uma possibili-
dade de aplicacdo do método biofotdnico na deteccdo de contaminantes, usando as emissdes de
biofétons das sementes de trigo como indicador biolégico. A observacdo destes padrdes, na for-
ma de um gréafico apresentando os coeficientes angulares das aproximacgdes lineares das trajeto-
rias dos perfis de emissdo, correlacionados com os parametros de germinacao (ganho de biomas-
sa e elongamento das raizes), como na Figura 4.3 (c), possibilita uma visdo direta da acdo estres-

sante das solu¢des de Hg sobre a germinacdo das sementes.
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4.3.4 Resultados dos testes de germinacao sob estresse por NaF

4.3.4.1 UWPE dos testes com NaF 50 mM (ECs)

Foram realizadas duas séries de testes de germinagdo com estresse quimico por NaF, em
concentracdo de 50 mM, correspondente a ECsj, uma delas sendo uma série preliminar com 3
testes, € a outra uma série completa constituida de 10 testes. O estresse quimico foi sempre apli-
cado no 4° dia de germinagao (a partir da 72* h até a 96* h) quando tiveram inicio as medicOes de
UWPE com duracdo de 24 h, exceto para o teste 1 onde a medicdo de UWPE se iniciou a partir
do 1° dia de germinagdo. O periodo de integralizacdo das contagens de fétons se deu em 10 s.

As medicoes de UWPE dos 3 testes da série preliminar podem ser vistas na Figura 4.5.
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Figura 4.5 — Testes preliminares com sementes de trigo estressadas por NaF 50 mM — ECs,.



Na Figura 4.6, resultados dos 4 primeiros testes da série completa com NaF 50 mM.
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Figura 4.6 — Testes 1 a 4, (a) a (d), da série completa de testes de germinag@o de sementes de trigo estressadas por
NaF 50 mM - ECs; no 4° dia.
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Na Figura 4.7, resultados dos 6 dltimos testes da série completa com NaF 50 mM.
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Figura 4.7 — Testes 5 a 10, (a) a (f), da série completa de testes de germinacdo de sementes de trigo estressadas por
NaF 50 mM - ECs, no 4° dia.
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4.3.4.2 UWPE dos testes com NaF - 100 mM (ECqg)

Nesta série de 3 testes de germinacd@o o agente estressante, solu¢do de Fluoreto de Sédio
(NaF) em concentracdo de 100 mM, correspondente a ECqo, foi aplicado no 4° dia de germina-
¢do, quando tiveram inicio as medi¢des da UWPE, com duracdo de 24 h e periodo de integraliza-
¢do das contagens em 10 s, exceto para o teste 1 que teve a medi¢cdo de UWPE a partir do 1° dia

de germinacdo, como mostrado na Figura 4.8.
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Figura 4.8 — Testes 1 a 3 (a) a (d) de germinacdo de sementes de trigo estressadas por NaF 100 mM - EC,yy no 4°
dia (24 horas finais de um periodo de 96 horas). Para o teste 1 as medi¢cdes de UWPE se iniciaram no 1° dia de ger-
minagdo (a).

4.3.4.3 Tratamento dos dados de UWPE dos testes com NaF

O processamento dos dados de foto-contagem da série completa, tendo como agente es-
tressante NaF em concentracao de 50 mM, correspondente a ECs, foi feito através das aproxima-
coes lineares dos perfis de emissdo das UWPE em dois trechos importantes destes perfis. O pri-
meiro trecho é aquele compreendido entre a 73% e 77% h, periodo em que as emissOes nas amostras
estressadas apresentaram um incremento nas contagens em relagdo as amostras de controle, e o
segundo trecho € aquele compreendido entre a 76* e 82°* h, onde se constatou um comportamento
oposto em relacdo ao primeiro trecho, ou seja, um decremento da contagem de f6tons das amos-
tras sob estresse em relagdo as amostras de controle. A correlagdo entre as variacdes nos coefici-
entes angulares nestes dois trechos (Alfa;-Alfa,), e o ganho médio de biomassa e elongamento

das raizes, para cada um dos 10 testes, estd mostrado na Figura 4.9.
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Figura 4.9 — Correlagéo entre os coeficientes angulares das aproximacdes lineares dos perfis de emissdo de UWPE
dos testes de germinacdo com estresse por NaF ECs, com os ganhos de biomassa e soma total dos elongamentos das

raizes para a série completa.

4.3.4.4 Andlise estatistica dos dados da série de testes de estresse por NaF

A andlise estatistica dos dados da série de testes de estresse por NaF teve como objetivo

comparar as médias amostrais dos dados de variacdo do coeficiente angular (Alfa;-Alfa,) das

amostras de controle em relacdo as amostras sob estresse. Através desta analise, verificou-se a

significancia estatistica de tais resultados, e, portanto, da hipétese de que o estresse provocado

pela solucao de NaF nas sementes de trigo alteram significativamente o padrao de emissao espon-

tanea de fotons.

Esta andlise se baseou na ferramenta estatistica para teste de hipdteses conhecido como

“teste 1’ ou “teste de Student

5510

, 0 qual somente se aplica para distribui¢des proximas da normal e

10 Willian Sealy Gosset, quimico (1876-1937) publicou seus estudos acerca deste teste em 1908, em artigo da revis-
ta Biometrika, intitulado “The Probable Error of a Mean”, e para isso usou o pseudénimo de Student por ser fun-
ciondrio de uma famosa cervejaria irlandesa que entendia ser essa questdo de segredo industrial.
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onde se conhece a média e varidncia amostral mas ndo a média e variancia populacional [69]. O
programa OriginPro, utilizado amplamente nesta tese para o processamento dos dados de UWPE,
contém, em seu conjunto de ferramentas estatisticas, a implementagdo deste teste de hipdteses,
sendo que esta ferramenta foi aqui utilizada na sua modalidade para amostras pareadas, uma vez
que deseja-se testar a mudanca nas emissdes de fotons entre duas amostras de sementes germi-
nando nas mesmas condicdes, sendo que em uma delas € aplicado um estresse quimico.

Antes de executar o teste de Student ha a necessidade de se testar os dois conjuntos de da-
dos quanto ao tipo de distribuicdo que apresentam, uma vez que, como mencionado antes, o teste
de Student somente se aplica a distribui¢cdes proximas da normal. O OriginPro também possui o
teste de normalidade de amostras, sendo que este foi realizado e se obteve com grau de confianca
de 95% que estes dois conjuntos de dados possuem distribui¢do normal.

O teste de hipdteses para amostras pareadas usando o teste de Student executado no Ori-
ginPro comprovou a hipétese de que as amostras sdo significativamente diferentes com nivel de
significancia escolhido de a=0,05, tendo a média amostral do conjunto de dados de controle re-
sultado em y=0,15582 com desvio padrao amostral $=0,53706, e a média amostral do conjunto
de dados de estresse resultado em ps=1, 94461 com S=0,65964, diferenca de /,7888 nas médias

amostrais, ou seja:

1) Estabelecimento das hip6teses estatisticas:

a. Hipotese nula: Hy: pa = up= 0,1558;

b. Hip6tese alternativa: Ha: pa # o
2) Escolha do nivel de significancia: a = 0,05
3) Valor critico t do teste em funcdo do grau de liberdade g/ = n-1 = 9 (nimero de
amostras n = 10) e do nivel de significancia escolhido (a = 0,05) fornecido por uma
tabela da distribuicdo #: 79,9s5.9= 1,833
4) Valor calculado pelo OriginPro para a estatistica t do teste: t.,. = 9,01687
5) Resultado: [teqc| = 9,01687 > tops.9 = 1,833, pode-se, portanto, rejeitar a hipitese
nula.
6) Conclusdo: A diferenga de 1,7425 entre as médias amostrais dos dois conjuntos de
dados € estatisticamente significativa, e a série de 10 experimentos conduzida com

amostras de trigo germinando por 96 horas simultaneamente em dgua destilada e es-
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tressadas por NaF no 4° dia de germinacdo, produziram diferentes perfis de emissdes
de fétons ultra-fracas no 4° dia de germinacdo, o que pode ser comprovado pelo teste

t e pelo grafico da Figura 4.9.

4.3.4.5 Foto das placas controle e estresse para NaF a 100 mM

A foto da Figura 4.10, tirada apds as amostras de sementes de trigo em germinacao terem
sido retiradas das cAmaras PMTO1 e PMTO02, mostra a esquerda a placa com a amostra de contro-
le, e a direita a amostra que sofreu a ac@o da solu¢do de NaF a 100 mM, aplicada no 4° dia de
germinacdo. Como esta concentracao de 100 mM € a que provoca os maiores danos a planta, esta

foto foi escolhida para ilustrar a agressividade do agente estressor.

Figura 4.10 — Foto mostrando as placas de Petri com as amostras de controle (esquerda) e sob estresse por NaF a
100mM (direita).

4.3.4.6 Discussao dos testes de estresse por NaF

As Figuras 4.8 de (a) a (d), mostram os padrdes de emissao da UWPE de 96 horas do teste
1, Figuras (a) e (b), e 24 h dos testes 2 e 3, Figuras (c) e (d), para a solu¢do de 100 mM de NaF
(ECi00), evidenciam o rapido decaindo nas emissdes das amostras sob estresse (PMT02), se com-
paradas as amostras de controle (PMTO1). Este fato reflete a forte acdo deletéria da solucdo de

NaF - EC)( sobre as sementes em germinacao.
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O teste 1 desta série, usando a solu¢do de NaF - EC;q, sendo um teste de 1° dia, mostra
em seu periodo inicial, ou seja, sem a aplicacdo de estresse quimico, Figura 4.8 (a), um grande
sincronismo entre o perfil de emissao de UWPE das amostras nas 2 camaras até a 72* hora, isso
em resposta a fatores ambientais comuns. ApoOs a aplicagao do estresse quimico na amostra pre-
sente na camara escura PMTO02, pode-se notar que as emissdes de UWPE das 2 amostras diver-
gem entre si, evidenciado o efeito do agente estressante na amostra sob estresse, como mostrado
em detalhe na Figura 4.8 (b).

Comparativamente aos graficos da Figura 4.8, para os testes com NaF - EC g, os gréficos
mostrados na Figura 4.5, para a solu¢do NaF em concentragdao de 50 mM - ECsp, evidenciam mu-
dancgas menores nos padrdes de emissao das UWPE das amostras de controle em relagdo as amos-
tras sob estresse quimico. A observacao destes padrdes, na forma de um grafico que apresenta o
desvio das trajetdrias dos perfis de emissao, correlacionados aos pardmetros de germinagdo (ga-
nho de biomassa e elongamento das raizes), como o da Figura 4.9, facilita a interpretacdo dos
resultados, e nos permite ter uma visao mais clara acerca da acdo estressante da solucao de NaF
sobre o processo de germinacdo das sementes.

A andlise estatistica feita para a série longa de experimentos com sementes de trigo estres-
sadas pela solucao de fluoreto de sédio ECsg atestou a validade da hipdtese de que os desvios
apresentados nos padroes de emissdao de UWPE se devem realmente a acdo estressante do agente
quimico aplicado.

A técnica apresentada, baseada na analise dos padroes de emissao da UWPE de duas a-
mostras de sementes de trigo, simultaneamente medidas, nas mesmas condi¢des, no quarto dia de
germinacdo, se mostra com potencial aplicacdo na drea de controle ambiental, usando as semen-

tes como indicador bioldgico na deteccdo de possiveis agentes contaminantes.

4.3.5 DL de sementes em germinacao sob estresse quimico por Hg

4.3.5.1 Procedimento experimental

O procedimento experimental para a medicdo das DLs de sementes em germinaciao sob

estresse quimico seguiu o roteiro descrito a seguir:
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e Preparacao das solugoes - Solucdes de Hg em concentragdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,0
mM foram preparadas a partir de uma solu¢do padrao de Hg, tendo posteriormente o pH
destas solugdes sido corrigidos para proximo de 7, por ser o pH neutro, correspondendo
ao pH da 4dgua destilada.

e Germinacido das sementes - Como descrito na secao 4.3.2, 10 amostras contendo 25 se-
mentes cada sdo pesadas, arranjadas em 6 placas de Petri com 5 filtros de papel embebi-
dos em 3 ml de dgua destilada e levadas a uma cdmara de germinagdo para germinar no
escuro, sob temperatura controlada em 20 °C, por um periodo inicial de 24 horas, quando,
entdo, duas a duas recebem as solugdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,0 mM de Hg. Antes, po-
rém, as amostras sdo retiradas da camara de germinacdo, e levadas a camara PMT02 em
condi¢cdo de pouca iluminagdo, onde as DLs sdo medidas como descrito a seguir. Apds
periodos sucessivos de 24 horas, ou seja, a 48, 72 e 96 horas do inicio da germinagdo, as
amostras sdo novamente retiradas em condi¢do de pouca iluminacdo tendo as suas DLs
medidas conforme procedimento a seguir.

e Medicoes das DLs - Apds se proceder a esterilizacdo da cAmara PMTO02 com dlcool 70%,
a amostra sob estudo retirada da camara de germinacdo, em condi¢ido de pouca ilumina-
¢do, é colocada no interior da cdmara PMTO02 (usando a placa de contagem USB C8855) e
devidamente fechada. Parametros de aquisicdo da DL sdo ajustados para uma duragdo do
teste de 90 segundos e contagens integralizadas a cada 50 milisegundos, € entdo, iniciam-
se as medicdes das DLs com 5 repeti¢des sucessivas para cada amostra.

e Medicao dos resultados das germinacoes - Apds as medi¢des das DLs terem sido feitas,
as 6 amostras de 25 sementes que estiveram germinando e adquiriram biomassa sdo, en-
tao, pesadas, e os comprimentos das raizes medidos em milimetros. Estes dados, junta-

mente com os dados das medi¢des das DLs, sdo entdo processados.

4.3.5.2 Resultados dos testes de DL ap6s 24, 48, 72 e 96 h

Os resultados das medi¢des das DLs, obtidas conforme descrito nos procedimentos expe-

rimentais, sao mostrados na Figura 4.11, de (a) até (d), respectivamente.
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Figura 4.11 — DLs das amostras de sementes de trigo em germinagdo apds 24, 48, 72 e 96 horas sob ac¢do de solu-
¢oes de Hg de concentracdes 0,1; 0,4 e 1,0 mM além do controle.
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4.3.5.3 Resultados das medi¢des do ganho de biomassa e comprimento das raizes

Os resultados das medi¢des dos ganhos médios de biomassa das amostras apds as 96 ho-
ras de germinagdo, e 0s respectivos comprimentos totais médios das raizes, em correspondéncia
com as concentragdes das solu¢des de Hg, podem ser vistos na Figura 4.12 (a). Em (b) o ganho
de biomassa e contagem total média dos biof6tons em 90 s s@o correlacionados com as concen-

tracoes das solucdes.
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Figura 4.12 — Ganhos de biomassa e soma total dos comprimentos das raizes , versus concentracio das solucdes de
Hg (a). Em (b) ganhos de biomassa e soma total da contagem dos fétons das DLs em 90 s, versus concentragdo das
solugdes de Hg.

4.3.5.4 Discussao sobre os resultados dos testes de DL

Na Figura 4.11 de (a) a (d) estdo mostrados os perfis das contagens de fétons da lumines-
céncia retardada registradas por 90 s e obtidas 24, 48, 72 e 96 horas do inicio da germinacao, res-
pectivamente, com excitacdo luminosa de 174 Ix por 10 s. Comparando-se estes varios graficos,
pode-se observar que os decaimentos das amostras submetidas as maiores concentragdes das so-
lucdes de Hg (0,4 e 1,0 mM) se distanciam daqueles das amostras de controle e com 0,1 mM para
instantes de medi¢do posteriores em relacdo ao inicio da germinacao, demonstrando uma relacao
direta entre a concentracao da solugdo e o distirbio provocado no perfil da DL. Os gréficos apre-
sentados na Figura 4.12 em (a) mostram a relacdo entre o ganho de biomassa e o comprimento
linear das raizes, medidos na 96* hora de germinacdo, mostrando a acdo deletéria das solugdes
com maiores concentracdes de Hg no desenvolvimento da planta. A Figura 4.12 (b) mostra a re-
lacdo entre o ganho de biomassa e os totais das contagens de fétons das DLs em 90 s, mostrando

um comportamento conhecido como curva U invertida. Este comportamento da curva dose-
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resposta em forma de U invertido, de caracteristica bifdsica, € conhecido na 4rea da toxicologia
como efeito hormético, se caracterizando por uma resposta adaptativa ou compensatodria das célu-
las do organismo as doses moderadas de um agente t6xico, de modo a produzir um efeito estimu-
lante ou mesmo benéfico, e um efeito inibitério ou mesmo téxico para altas doses [Hadley2003,
Mattson2008].

Embora estes testes de DL em sementes sob estresse quimico tenham sidos preliminares,
por se tratar de apenas um experimento, se as conclusdes aqui relatadas se consolidarem através
de uma série longa de experimentos, este procedimento experimental poderd se tornar uma técni-

ca rapida e de fécil aplicacdo na andlise de toxicidade em controle ambiental.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho de tese foram apresentados os resultados do projeto e implementacdo de
um sistema automadtico para medidas de UWPE/DL, e aplicacdes deste sistema em controle am-
biental e estudos de viabilidade de sementes, avaliando-se os perfis de emissdo dos dados de
UWPE/DL correlacionados aos parametros de germinagao.

O sistema automdtico para medidas de UWPE/DL implementado apresenta recursos bas-
tante desejaveis em estudos de UWPE e DL, tais como: controle de iluminac¢io para medidas de
DL, controlador PID de temperatura e controle da fonte de alimentacdo do médulo fotomultipli-
cador. Além disto, a parte mecanica da camara foi projetada em pequenas dimensdes de modo a
garantir uma boa SNR, o que foi mostrado nos testes de desempenho do sistema apresentados no
Capitulo 3.

Um sistema alternativo baseado em uma placa microcontrolada desenvolvida para substi-
tuir a placa USB de contagem de fétons e o acionador do shutter do iluminador, ambos dispositi-
vos comerciais de alto custo, ainda provendo o controle de acionamento de uma fonte de alimen-
tagdo para o modulo PMT e a leitura de um sensor de temperatura integrado LM35, torna o sis-
tema alternativo de baixissimo custo, sendo ainda muito versatil, ja que outras fun¢des podem ser
incorporadas a este sistema em projetos futuros, adicionando-se os recursos de hardware e/ou
software necessarios a determinada aplicagcdo. O firmware desta placa que tem como base um
microcontrolador da familia AVR RISC, pode ser portado para elementos da familia AVR com
maior capacidade de processamento, ou ainda, que contém dispositivos periféricos especificos,
contemplando assim os requisitos necessarios a uma determinada aplicagao.

Os instrumentos virtuais, desenvolvidos em LabVIEW, para controlar os dispositivos de
hardware da versdo do sistema integrado por componentes proprietdrios, e da versao desenvolvi-
da com base na placa microcontrolada, foram implementados como uma méquina de estados,
operando com eventos para tratar os controles de seu painel frontal, o que conferiu aos projetos
grande versatilidade de operagdo e facilidade de manuten¢do em futuras adi¢des de controles e
funcoes.

No ambito das aplica¢des desenvolvidas para o sistema implementado, resultados experi-
mentais com sementes de trigo e crescimento de bactérias apontam para uma gama variada de

aplicacdes praticas, nas areas de controle ambiental e agricultura. Estudos de carater basico usan-
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do duas camaras idénticas apontaram para a possibilidade de verificacdo de ciclos circadianos
associados as amostras bioldgicas em estudo, especialmente em relacdo a sementes, comprovado
pela apresentacdo de desvios destes ciclos quando as amostras de sementes sdo estressadas qui-
micamente.

Um método de anélise de toxicidade de solucdes de Hg e NaF nas concentracdes efetivas
ECs e ECjg0, baseado na medi¢do simultanea das UWPEs de duas amostras de semente de trigo
no 4° dia de germinacdo, uma delas sendo quimicamente estressada pela solucdo, e a outra ndo, e
sendo estas medidas efetuadas por dois sistemas de medicao idénticos, € em condi¢des ambien-
tais idénticas, de forma inédita, apontou para uma possivel aplicacdo pratica na drea de controle
ambiental, tendo como vantagens em relacdo aos métodos tradicionais, a maior rapidez do teste e
sua maior simplicidade, uma vez que bastara a andlise destes perfis de emissao de UWPE ao in-
vés das laboriosas medicdes de parametros de germinacdo como comprimentos de raizes de um
grande nimero de amostras.

Preliminarmente, experimentos com DLs de sementes em germinacio estressadas quimi-
camente por solucdes de Hg em 4 concentragdes diferentes, registradas por 90 s e obtidas 24, 48,
72 e 96 horas do inicio da germinagdo, se mostraram promissores como um indicador bioldgico
na andlise de toxicidade em controle ambiental.

Como trabalhos futuros que ddo prosseguimento a este trabalho de tese, o mais premente é
no sentido de se avancgar nos estudos das DLs de sementes sob estresse quimico, estendendo os
resultados preliminares apresentados na secao 4.3.5; para tanto, uma série de experimentos cons-
tituida de muitos testes deve ser realizada. No ambito da instrumentagdo, aperfeicoamentos po-
dem ser feitos, por exemplo, proporcionando a cimara um meio de infundir solugdes estressantes
nas amostras sob experimentacdo sem a necessidade de se interromper a medida e abrir a cAmara
escura. Outro tipo de aperfeicoamento seria um mecanismo capaz de introduzir filtros de diferen-
tes comprimentos de onda entre a amostra e a janela 6ptica da PMT de forma automética possibi-
litando-se estudos para se levantar componentes espectrais das emissdes de fotons e, assim, trazer
novas informagdes a serem analisadas. Enfim, o tema desta tese abre muitas oportunidades de

trabalhos futuros.
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APENDICE A - Diagramas em blocos do programa em LabVIEW

A.1 Estados da maquina de estados

A estrutura da médquina de estados pode ser vista na Figura A.1, onde se pode ver que os estados

da méquina de estados sdo: Inic, Event, Start e End.
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'-1--!- e = o}
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RS _Driver Save
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1 - S |
oo —jraes o] | g ' i

Figura A.1 — Méquina de estados do VI no estado Inic, quadro O.

A.1.1 Estado Inic quadro 0

A Figura A.2 mostra o quadro 0/2 da Stacked Sequence que compde o estado Inic. Neste

quadro sdo feitas inicializacdes gerais, tais como: defini¢cdo dos valores para os intervalos de con-
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tagem (2 esquerda), inicializa¢do de varios controles do painel frontal, e colocacdo e uma linha

horizontal em zero na tela grifica. Ainda sdo inicializados valores associados aos intervalos de

contagem usados pelo firmware da placa de contagem na programacdo de sua operacao.
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Figura A.2 — Estado Inic da maquina de estados, quadro 0.

A.1.2 Estado Inic quadro 1

A Figura A.3 mostra o quadro 1 do estado Inic, onde a placa de contagem USB € iniciali-

zada, assim como controles e indicadores do painel frontal.
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Figura A.3 — Estado /nic da maquina de estados, quadro 1.

A.1.3 Estado Inic quadro 2

A Figura A.4 mostra o quadro 2 do estado Inic, onde o arquivo de inicializacdo € lido para

carregar os controles e indicadores com os valores usados pela dltima vez. Além disto, a fonte de
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alimentacdo € desligada, caso j4 esteja ligada. Por fim, as condicdes de varios controles e indica-

dores sdo inicializados.
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Figura A.4 — Estado /nic da maquina de estados, quadro 2.

A.1.4 Estado Event da maquina de estados

Na Figura A.5 pode-se ver a estrutura de eventos associada ao estado Event da maquina

de estados, onde a lista dos eventos controlados estd mostrada, que sdo os seguintes:

e Loops, Intervalos, Pontos - permite ao usudrio ajustar o periodo de aquisicdo através do
numero de repeti¢des (Loops) da aquisicdo de um nimero de valores (Pontos) de conta-

gem totalizados a cada intervalo de tempo (Intervalo);
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e  Setup - permite selecionar o diretério de destino de dados, habilitar/desabilitar o controla-
dor de temperatura e o iluminador;

e ON/OFF - permite acionar/desacionar a alimentacdo em +5Vcc da PMT pela fonte Agi-
lent via interface serial padrao RS232;

e PID - permite habilitar/desabilitar o controlador PID de temperatura via interface serial
padrao RS232;

e Descrigdao - usado para designar um nome ao arquivo de dados a ser salvo automatica-
mente de forma incremental a cada Loop;

e [Iniciar - permite ao usudrio iniciar a aquisi¢ao de dados;

e Load - permite ao usudrio carregar um arquivo de dados na tela do painel frontal da VI;

e  Save - permite ao usudrio salvar um arquivo de dados;

e  Sair - permite ao usudrio encerrar o programa.

A.l14.1 Evento Loops, Pontos, Intervalo

No diagrama em blocos da Figura A.5 é executado o célculo do tempo total de aquisi¢ao
em funcdo dos dados de entrada nas variaveis Pontos, Intervalo € Loops quando o usudrio atuar
num destes controles. Estes dados sdo também salvos no arquivo texto de inicializagdo [Iniciali-

za.ini.
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Figura A.5 — Estado Event no evento Loops, Pontos, Intervalo.

A.14.2 Evento Setup

No diagrama em blocos da Figura A.6 pode-se observar a estrutura do evento Setup. Este
€ constituido de uma estrutura do tipo Stacked Sequence, composta de 3 quadros, sendo o quadro

0 para a opcao de defini¢do do diretério destino dos dados, mostrado nesta Figura A.6.
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»AFilePATH
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Figura A.6 — Estado Event no quadro 0 do evento Setup.

Os quadros 1 e 2 da estrutura Stacked Sequence do evento Setup, estao mostrados na Figu-

ra A.7. Nestes quadros estdo as seguintes op¢oes oferecidas ao usudrio:

1. Habilitar/desabilitar o iluminador no quadro 1;

2. Habilitar/desabilitar o controlador PID de temperatura no quadro 2.
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Evento ON/OFF

No diagrama em blocos da Figura A.8, a seguir, pode-se ver a estrutura que permite acio-

nar e desacionar a alimentacdo do médulo PMT através de uma fonte de alimentagao controlada,

através de uma interface RS232.

b=
M

|0 Event 'I

—

2 14 [2] "ON/OFF": Value Change
lPermiu acionar/desacionar a fonte de alimentacdo via RSZBZI
[osPvoDE i
I NewVal
P | | -b 5
E' [Desliga alimentacao da PMT |
Figura A.8 — Evento ON/OFF.
A.144 Evento PID

No diagrama em blocos da Figura A.9, a seguir, pode-se ver a estrutura que permite acio-

nar o controlador PID de temperatura. A figura mostra a sequéncia que envia o Setpoint para o

controlador via RS232 onde, apds o canal serial ter sido configurado com 9600 bps, 8 bits, sem

paridade, que sdo as opg¢des default do bloco VISA Configure Serial Port, um handshaking sim-
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ples é implementado. Neste, o programa envia um caracter “a” ao controlador de temperatura, e
este ao receber este caracter entende como sendo uma solicitagdo para envio do setpoint de tem-
peratura; entdo o controlador responde através de um caracter “b”, indicando a disponibilidade

para receber os bytes correspondentes ao Setpoint.

El XJ[3] "PID": Value Change G
Permite selecionar o uso do controlador de temperatura se seu setpoint ja
foi devidamente ajustado.

[+ Disabled +]
¢ | Setpoint o
[ 27 w— ]
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Erro do
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B [wsa
A

status |- .-

[[ewval]
JAjustar antes o Setpoint desejado !%
i

Setpoint

73— 7%
[ {+#ei0] |»Enabled vH»Disabledl

Figura A.9 — Evento PID.
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Na Figura A.10, a seguir, estd mostrado o diagrama em blocos do evento associado ao

campo para a entrada da descricdo que serd digitada pelo usudrio e que ird compor o nome do

arquivo a ser salvo com os dados da aquisicao.

= 14| (4] "Descricao”: Value Change

=

Permite ao usudrio entrar um nome (descrigao) para o arquivo de dados que
sera salvo na forma: descrigao-DiaMés-HoraMin.txt

Descricdo
[24 w— i)
Arquivo: PATH\

Descricdo-DiaMés-

[t

A.1.4.6

Evento Iniciar

Figura A.10 — Evento Descrigdo.

A Figura A.11 mostra o diagrama em blocos do evento da tecla Iniciar na qual tem inicio

o processo de aquisi¢do, caso na caixa de didlogo mostrada seja escolhido Sim.

No quadro 1 da sequéncia mostrada na Figura A.11 hd uma chamada a uma funcao de bi-

blioteca de vinculo dindmico da biblioteca C8855api.dll; no caso a fungdo chamada € a

C8855Setup, que inicializa a placa C8855 antes do inicio da aquisicdo. H4 ainda, uma estrutura

Case que determina o nimero de pontos por transferéncia que € o parametro Number of Gates da

funcdo C8855Setup. Acima outra estrutura Case calcula o nimero de transferéncias a serem exe-
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cutadas a partir do nimero de pontos a serem adquiridos, € do nimero de pontos por transferén-
cia. O outro parametro da fungdo C8855Setup é o modo de transferéncia (Tans_SW) podendo ser

no modo Single ou Block, ou seja byte a byte ou transferéncia em blocos de 512 bytes.
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Figura A.11 — Evento Iniciar.
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A.1.4.7 Evento Load

Na Figura A.12 vé-se o diagrama em blocos do evento relativo a carga de um arquivo de
dados. Nesta figura pode-se observar a presenca de uma Stacked Sequence de 5 quadros, todos
eles ali mostrados.

No quadro 0 € mostrado a sub-VI Read From Spreadsheet.vi que mostrard uma caixa de
didlogo solicitando ao usudrio que localize o arquivo a ser carregado. Se a operacao resultar cor-
reta, como saida esta sub-VI proverd um array 2D com os N pontos de dados das contagens feitas
pela placa C8855, em que em uma coluna estdo os instantes de tempo multiplos do valor Interva-
lo e, na segunda coluna, os valores das contagens nestes intervalos de tempo. Em seguida este
array 2D deverd ser transposto para que no quadro 1 este possa ser manipulado de modo a se
determinar o valor N do numero de pontos de dados, separar os dados de contagem gerando um
array 1D e, entdo, no quadro 2 determinar o intervalo de tempo usado na aquisicdo. No quadro 3
desta sequéncia serao apresentados os N pontos de contagem no Waveform Graph, e no quadro 4
os campos dos indicadores do painel frontal Pontos e Intervalo serdo atualizados com os valores

relativos ao arquivo de dados carregado.
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Figura A.12 — Evento Load.



A.14.8

Evento Save

Na Figura A.13 estd mostrado o diagrama da estrutura do evento da tecla Save.

141

14| [7] “Save”: Value Change ~pl

|Pumiu salvar os dados em local a ser especificado pelo unlirio.[

;_7_-‘-;]-«]-, -E-E-')'-:J-H-E'k-E-':i'E-E-P,:-E-H-E-It-ﬁ-ﬁ'ﬁ']: 0 [0.1] :'ﬁ'1{'H'glﬂlﬁii'}ilﬂiﬂ'}!'ﬁlﬁ'?ﬂ'ﬂ'i}'ﬁ'l‘f'ﬁ'ﬁ"ﬂ'ﬁ'ﬁl 1

Se o valor de contagem € zero atribui

AElimina_Zeros*|-

Se elemento no array de tempo € zero
este € relativo a uma contagem nula,
entdo elimina-se este elemento

» Event ¥|

JlbﬂFiIepATH
=1

Transpose 2D An&

&' Bool (strict) 5

Value

Figura A.13 — Evento Save.
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Neste diagrama, no quadro 0 da sequéncia ali apresentada, caso a opcao de eliminar con-
tagens zeradas esteja habilitada, estas sdo retiradas do array M_Data onde os dados da aquisi¢do
estdo guardados; em caso contrdrio, o array é mantido como estd. No quadro 1 da sequéncia, a-
través de uma estrutura de repeticdo, o arquivo de dados no formato texto é gerado na forma de
um array. Em seguida, este array € salvo em um arquivo com nome montado pelo que foi digita-
do no campo Descri¢do, seguido da data de inicio da aquisi¢do. Além disto, a localizacio do dire-

torio do arquivo no disco € aquela que foi definida no evento Setup.

A.14.9 Evento Sair

Na Figura A.14 estd mostrado o diagrama da estrutura do evento da tecla Sair para encer-

rar o programa. Neste, uma caixa de didlogo desvia o fluxo de dados para o estado Fim ou volta

para Eventos, conforme a resposta seja Sim ou Ndo, respectivamente.

2] 4[[2] "Sair": Value Change Pt

[Permite encerrar o programa ou continuar em execucio.|

fEncerrar o programa 7| |"End '=

|" Event '}

@[5
[[eval

Figura A.14 — Evento Sair.
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A.1.5 Estado Start

A Figura A.15, a seguir, mostra a estrutura do estado Start, onde tem inicio a aquisi¢do

dos dados das contagens de fétons.

o "Start” b

000000000000000000000000000000014¢ [0.5] * pOoo0ooo0o0o00o0000

100 0000000000000000 0
Desabilita confStacked Sequence Structure
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[ Save Driver
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' . B”“" L]
Format Date/Time String Disabled isabled
Loops
[Desativa a alimentacao da PMT via R5232. | Eﬁ:ﬂi‘ims
(77 w— ]

Figura A.15 — Estado Start, quadro 0.

Nesta Figura A.15 estd mostrado o primeiro quadro da sequéncia de 6 quadros onde sdo
desabilitados os controles que ndao devem ser atuados enquanto a aquisi¢do de dados se processa.
Além disto, o campo descri¢do entrado pelo usudrio € concatenado pela funcdo Concatenate S-
trings com as strings relativas ao dia, més, hora e minuto, finalizando com a string de texto. As
strings relativas ao dia/més/hora/min sdo produzidos pela funcdo Get Date/Time In Seconds e
pela funcdo Format Date/Time String.

Ja na Figura A.16 estd mostrado o quadro 1 da sequéncia do estado Start onde observa-se
a presenca de uma sequéncia com seis quadros, onde o Driver do shutter aciona o iluminador via

RS232 por Ton [ms] e, entdo, o desliga, caso o Driver tenha sido ativado previamente ativado no
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Setup. Observe ainda que, apds o iluminador ter sido desligado, decorre um atraso de tempo, da-

do por Delay, até o término da execu¢do deste quadro.

|Antes de iniciar a aquisicao verifica uso do Shutter controlade via RS232|

& fecha o shutter apos Tempo[ms) se driver foi
previamente ativado via botio Driver do painel frontal.
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L “
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Figura A.16 — Estado Start, quadro 1.

No quadro 2 da sequéncia contida no estado Start mostrado na Figura A.17, a alimentagado
do médulo PMT em +5 V e 116 mA que € ativada através do envio de comandos a fonte de ali-
mentacdo Agilent modelo E3640A controlada via interface RS232.

Ainda na Figura A.17 estd mostrado o quadro 3 da sequéncia, onde uma chamada da fun-
¢cdo C8855CountStart da biblioteca de vinculo dindmico C8855api.dll ocorre de modo a iniciar a
contagem pela placa C8855. Além disto, neste mesmo quadro a tecla Finaliza se torna visivel,

tecla Iniciar oculta, e a paleta de controles do Graph do painel frontal fica invisivel.



145

PO 000000000000 0000000000000000
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seguir inicia a contagem pela placa C8855 e desabilita controles
ue ndo devem ser acionados durante a aquisicao de dados.
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Figura A.17 — Estado Start, quadros 2 e 3.

O quadro 4 da sequéncia presente no estado Start, mostrado na Figura A.18, é onde efeti-
vamente tem inicio a leitura dos N pontos definidos no controle Pontos, medidos a cada intervalo
de tempo de contagem dado por Intervalo e com as repeti¢cdes dada pelo controle Loops. Pode-se
notar nesta figura a presenca de uma estrutura de repeticdo For-Loop responsavel pela repeticao
pelo valor Loops das N leituras, e internamente a esta um stacked sequence de 2 quadros, sendo
que o quadro 0 mostrado é composto por um While- Loop onde as N leituras de dados sdo reali-
zadas através da chamada da fun¢do de biblioteca de vinculo dindmico C8855Read. Esta funcio
de biblioteca 1€ os dados da memoria da placa de contagem C8855 via USB. Observe ainda que o
While-Loop serd terminado ao final das transferéncias dos N pontos, ou por interven¢do do usué-

rio pelo controle Finalizar do painel frontal.
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Figura A.18 — Estado Start, quadros 2 e 3.

Observe ainda que a cada 60 segundos a recep¢do serial € ativada na estrutura Case mos-
trada no canto inferior direito de modo a receber e informar no painel frontal a temperatura no
interior da camara escura recebida do controlador de temperatura. Para isto, um handshaking
simples foi implementado para garantir o correto recebimento dos dados, o que pode ser visto nos
3 quadros da sequéncia interna da estrutura Case. O handshaking consta de um pedido de dados
através do envio do caracter “s”, que sendo reconhecido pelo controlador PID envia o dado de
temperatura na forma de 3 bytes, correspondendo aos 3 digitos ASCII do valor desta temperatura.
Como o valor dos 3 bytes estd multiplicado por 10, ja que o controlador de temperatura represen-
tard um valor com uma casa decimal sem o ponto, por exemplo 27,5 °C como 275, este valor é
dividido por 10 no final da leitura dos dados, via RS232.

No quadro 1 da sequéncia interna ao For-Loop, mostrado na Figura A.19, é onde o pro-
cesso de salvamento automdtico dos dados ocorre, com a possibilidade de se eliminar as conta-

gens nulas ou ndo, dependendo da opg¢do feita anteriormente no evento da tecla Setup, mostrado
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antes. Além disto, como ja discutido no item que descreveu o evento Descrigcdo, esta descrigao,
especificada pelo usudrio, compord o nome do arquivo a ser salvo, juntamente com a data e hora

de inicio da aquisicdo.
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Figura A.19 — Quadro 1 da stack sequence interna ao For-Loop do quadro 4 do estado Start.
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Finalmente, no quadro 4 mostrado na Figura A.20, é finalizada a aquisi¢do, parando a
contagem pela placa C8855 através da chamada a funcio de biblioteca de vinculo dinamico
C8855Stop, mostrando os N pontos multiplicados por Loops, e habilitando novamente os contro-

les desabilitados por ocasido do inicio da aquisi¢do.

0000000000000 000000000000000005(0,.5 vpAOO0000000000000000000000000000

abilita controles desabilitados no [[False vpf g Mostra os N Pontos ? ?
io da aquisicdo. Diver et Lide ho Griph .
IR | [T}y —possied T—
Intervalo : | PG '“L-"L']
4 Disab Graph
Pontos

{»AM_Data | [ pralettevis

LDisabied M_Data

Iniciar

F]
v

Elimina Zeros
[ w— 7

OO0 00000000 00000000000 0000000000000 0000000000000 0000000000000000000000

Figura A.20 — Quadro 5 do estado Start.

A.1.6 Estado End
O diagrama em blocos da Figura A.21 mostra o estado End que finaliza o programa; como
mostrado, o comparador desta figura tem sua condicao de igualdade satisfeita acionando o botao

que finaliza o While-Loop mais externo da maquina de estados.
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Figura A.21 — Estado End.
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APENDICE B — Cédigo fonte em C do firmware do sistema alternativo

/* Chip: ATmega328P Clock: 16,000000 MHz */

#include <avr/io.h> /I Arq. cabegalho para familia AVR
#include <avr/portpins.h> // Arq. cabecalho pinos de E/S
#include <avr/interrupt.h> // Arq. cabecalho interrupcdes

#include <avr/dealy.h> // Arq. cabecalho delays

#define F_CPU 16000000UL // Freq. do rel6gio da CPU: 16 MHz

#define ADC_VREF_TYPE 0xCO0 // Tipo tensao de ref. do ADC: interna

// Defini¢des de Pinos do AVR
#define RELE_SHUTTER 3 //Pino conectado ao relé do shutter
#define RELE_ PMT VCC 5 //Pino conectado ao relé da fonte da PMT

//Protétipos das Fungdes

void inic(void);

unsigned int read_adc(unsigned char adc_input);

/[Variaveis Globais

unsigned int time_ms,temp1,contagem=1;

unsigned char conta[5]={0,0,0,0,0};

unsigned int gatetime[]={1,2,5,10,20,50,100,200,500,1000};

// Programa principal
int main(void)
{

unsigned char temp;
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inic();
while(1)
{

// Inicializa portas de E/S
/I Laco principal

while(!(UCSROA & (1<<RXC0)));

temp=UDRO; // Leitura do canal serial

switch(temp)

{

Al

case 'Q":

Al

case 'O":

case 'C"

default:

/I ASCII 'Q' desliga fonte PMT
cli();
PORTC&=0<<RELE_PMT_VCC,;
break;
/I ASCII 'O’ aciona réle do shutter
cli();
PORTC|=1<<RELE_SHUTTER;
break;
// ASCII 'O' desaciona réle do shutter
cli();
PORTC&=0<<RELE_SHUTTER;
break;
/I ASCII '0" a '9' corresponde o index de gatetime
temp=temp-0x30;
temp1=gatetime[temp]; // Gatetime em milisegundos/10
time_ms=templ;
TIMSK1=0x01; // TC1 Interrup¢ao Habilitada
EIMSK=0x01; //INTO Interrupcao Habilitada
PORTC|=1<<RELE_PMT_VCC;
sei();
break;
b
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// External Interrupt O service routine

ISR(INTO_vect)

{

unsigned int temp;

contagem++; /l Incrementa varidvel de contagem
conta[0]= contagem % 10 + 0x30; // Digito O do valor de contagem
temp= contagem/10;

conta[1]=temp % 10 + 0x30; /] Digito 1 do valor de contagem
temp= temp/10;

conta[2]=temp % 10 + 0x30; // Digito 2 do valor de contagem
temp= temp/10;

conta[3]=temp % 10 +0x30; // Digito 3 do valor de contagem
temp= temp/10;

conta[4]= temp +0x30; // Digito 4 do valor de contagem

}

/' ISR do TC1 por overflow
ISR(TIMER1_OVF_vect)
{
unsigned int valor;
TCNT1=-2500; // Valor inicial de contagem do T/C1
time_ms--;
if(time_ms==0)
{
time_ms=templ; // Recarrega valor de gatetime
UDRO=conta[4]; // Digito 4 do valor de contagem
while(!(UCSROA & (1<<UDREQO0)));
UDRO=conta[3]; // Envia digito 3 do valor de contagem
while(!(UCSROA & (1<<UDRED0)));
UDRO=conta[2]; // Envia digito 2 do valor de contagem
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while(!(UCSROA & (1<<UDREO0)));

UDRO=conta[1]; // Envia digito 1 do valor de contagem
while(!(UCSROA & (1<<UDRED0)));
UDRO=conta[0]; // Envia digito 0 do valor de contagem

valor=read_adc(0);

valor = (valor * 10.753); /I Temp(°C)=(1.1*Valor Lido)/1023
while(!(UCSROA & (1<<UDREO0)));

UDRO=valor/10000 + 0x30; // Envia digito 5 mais signif. valor Temp(°C)
valor=valor%10000;

while(!(UCSROA & (1<<UDRED0)));

UDRO=valor/1000 + 0x30; // Envia digito 4 valor Temp(°C)
valor=valor%1000;

while(!(UCSROA & (1<<UDRED0)));

UDRO=valor/100 + 0x30; // Envia digito 3 valor Temp(°C)
valor=valor%100;

while(!(UCSROA & (1<<UDREO0)));

UDRO=valor/10+0x30; // Envia digito 2 valor Temp(°C)
while(!(UCSROA & (1<<UDRED0)));
UDRO=valor%10+0x30; // Envia digito 1 menos signif. valor Temp(°C)
contagem=1; // Reinicializa varidvel de contagem
}

else
return;

}

// Leitura do A/D adc_input

unsigned int read_adc(unsigned char adc_input)

{

ADMUX=adc_input | (ADC_VREF_TYPE & 0xff);

_delay_us(10); // Espera tensao na entrada do A/D estabilizar
ADCSRA|=0x40; // Inicio de conversiao



while ((ADCSRA & 0x10)==0); /l Espera o fim de conversao
ADCSRA|=0x10;
return ADCW;

}

// Rotina de inicializac¢des
void inic()

{

// Initializa Portas de I/O

PORTB=0x00; // Porta B
DDRB=0x01; // PBO saida
PORTD=0x00; // Porta D
DDRD=0x28; // PD3 e PDS5 saidas

// ' T/C1 Fonte de Clock: Clock do Sistema
/I Clock: 250,000 kHz

// Modo de operagao: Normal top=FFFFh
// Interrupcao por Overflow
TCCR1A=0x00;

TCCR1B=0x03;

TCNT1H=0xF6;

TCNT1L=0x3A;

// Interrupcdes Externas: INTO=On; INT1=0ff
EICRA=0x02; // Borda de Descida
EIMSK=0x00;

EIFR=0x00;

PCICR=0x00;

/I USART: 8 Dados, 1 Stop, Sem Paridade
// Receiver=0On / Transmitter=On

/ Modo: Assincrono

// Baud Rate=38400

UCSR0OA=0x00;
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UCSROB=0x18;

UCSROC=0x06;

UBRROH=0x00;

UBRROL=0x19;

/I Comparador Analégico: Off

// Input Capture pelo T/C1: Off
ACSR=0x80;

ADCSRB=0x00;

/I ADC Clock: 1000,000 kHz

/I Tensdo de Referéncia: Interna

/I Auto Trigger: ADC Stopped

// Digital input buffers em ADCO-ADCS: On
DIDRO0=0x00;
ADMUX=ADC_VREF_TYPE & 0xff;
ADCSRA=0x84;

// Desabilitagdo da Interrupcao do T/C1
TIMSK1=0;

}



W

)

APENDICE C - Esquema elétrico do sistema alternativo
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Figura C.1 — Esquema elétrico do sistema alternativo.
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APENDICE D - Diagramas em blocos do VI do sistema AVR
D.1  Estados da maquina de estados — Estado Inic
A estrutura da maquina de estados que implementa a VI do sistema alternativo pode ser

vista na Figura D.1, onde se pode ver que os estados da maquina de estados sdo: Inic, Event, Start

e Stop.
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Figura D.1 — Méquina de estados do VI do sistema alternativo no estado Inic, quadro 0.
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D.2 Estado Event da maquina de estados

A estrutura de eventos do estado Events pode ser vista na Figura D.2, com os eventos que

tratam dos seguintes controles do painel frontal:

e [Iniciar - permite ao usudrio iniciar a aquisicao de dados;

e Sair - permite ao usudrio encerrar o programa;

Load - permite ao usudrio carregar um arquivo de dados na tela do painel frontal;

e Dir - permite ao usudrio selecionar o diretério de destino dos dados;

Loops, Nr.Ptos, DT - permite ao usudrio ajustar o periodo de aquisicao através do nimero
de repeticdes (Loops) da aquisi¢do de um niimero de valores (Nr.Ptos) de contagem tota-

lizados a cada intervalo de tempo (DT);

Descrigcdo - usado para designar um nome ao arquivo de dados a ser salvo automatica-

mente de forma incremental a cada Loop.

D.2.1 Evento Iniciar

Na Figura D.2 o diagrama em blocos associado ao evento Iniciar estd mostrado. Neste e-
vento é apresentada ao usudrio a caixa de mensagem com a seguinte pergunta: “Iniciar aquisi¢cdo
?”, e dependendo da resposta: Sim ou Ndo levard, respectivamente, a um dos seguintes estados:
Start no qual a aquisi¢do de dados de foto-contagem tem inicio, ou Events que leva o programa a

varrer a estrutura de eventos novamente.
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W["Events” v

—[[0] "Iniciar": Value Change

= |
« [0] "Iniciar"; Yalue Change
[1] "Sair": Value Change
[2] "Load"; Value Change
[3] “Dir"; Value Change
[4] “Loops”, “Nr.Pts", "DT"; Value Change
[5] "Descrigdo”; Value Change

Iniciar aquisicdo ?

[E3-{» #iriciar

Figura D.2 — Estado Event no evento Iniciar.

D.2.2 Evento Sair

Na Figura D.3 o diagrama em blocos associado ao evento Sair, estd mostrado, e da mesma
forma que para o evento Iniciar, uma caixa de mensagem ¢ apresentada ao usudrio com a pergun-
ta Finalizar programa ?, e dependendo da resposta: Sim ou Ndo levard, respectivamente, a um
dos seguintes estados: Stop no qual o programa € encerrado, ou Events que leva o programa a

varrer a estrutura de eventos novamente.
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a1 "Sair"; value Change

inalizar programa 7

@

Figura D.3 — Estado Event no evento Sair.

D.2.3 Evento Load

Na Figura D.4 o diagrama em blocos associado ao evento Load, estd mostrado, e sua es-

trutura € a mesma que aquela ja explicada antes no secdo A.1.4.7.
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Figura D.4 — Estado Event no evento Load.

D.2.4 Evento Dir

B s s e e e e e

Na Figura D.5 o diagrama em blocos associado ao evento Dir estd mostrado, onde o usud-

rio especifica o diretdrio de destino do arquivo de dados.
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Figura D.5S — Estado Event no evento Dir.

D.2.5 Evento Loops, Nr.Ptos, DT

Na Figura D.6 o diagrama em blocos associado ao evento Loops, Nr.Ptos, DT estd mos-

trado.
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Figura D.6 — Estado Event no evento Loops, Nr.Ptos, DT.

D.2.6 Evento Descrigdo

Na Figura D.7 o diagrama em blocos associado ao evento Descrigcdo estd mostrado.
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} )] "Descricio”; Value Change M)

TR — {vACescricin

Figura D.7 — Estado Event no evento Descrigdo.

D.3  Estado Start da maquina de estados

A estrutura do quadro 0 da sequéncia contida no estado Start, em que € iniciada a aquisi-
¢do de dados de foto-contagem, pode ser vista na Figura D.8.

Neste primeiro quadro da sequéncia no seu canto superior esquerdo estdo os blocos que
formam o nome a ser atribuido ao arquivo de dados, e, ao lado destes, vérias inicializacdes de
controles sdo feitas.

Na parte inferior da Figura D.8 estd mostrada uma sequéncia na qual ocorre o acionamen-
to do shutter do iluminador, caso o controle Habilita tenha sido previamente selecionado pelo

usudrio. Os comandos para abrir e fechar o shutter sao enviados pela interface serial a placa mi-
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crocontrolada a uma taxa de 38400bps, através dos caracteres ASCII “O” e “C”, respectivamente,
sendo o tempo de iluminagdo especificado pelo usudrio no controle Ton/[ms], e o tempo de atraso

para o inicio da contagem de f6tons sendo dado pelo controle Atraso[ms].

------------- 0000000000700

| Aescricior [»#arq dados|
= End [ — 1] (77— 1]

2L 7 Disabled PDisabled i i
T ¢ 4 isabled] | Disabled ) Disabled
o M Load Nr.Pts
— # Icnar l_ll 0 d [ — Y|
0 - M - PDisable: *PD
o : o = M e T Poiseble
e O o8| = = =
w Plot .
End Atraso[ms] Descricéo
oM I m (78— 1) [ m— 1] (73 1)
e = Vibet.e 5] [*Enabled PDisabled Disabled
. Ton[ms Sair
T, - : .
e ey == e e
= B} ; Disabled ~}-POisabled pDisable ¢-pDisabled
e End
e Path COM
Ext (= (o

2 G
s
o]~ { Wl

|

Figura D.8 — Estado Start da maquina de estados, quadro 0 da sequéncia.
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No diagrama em blocos da Figura D.9 o parametro relativo ao intervalo de tempo de inte-
gralizacdo das contagens de f6tons selecionado pelo usudrio € passado a placa microcontrolada

através da interface serial.

[[True v

) B Totatus ] |

{*]
*
; 5

00 O 0 000 D OO 0 0 0 000 0 00 0 0 00 0 00 0000 000000000000 00000000000000

Figura D.9 — Estado Start da maquina de estados, quadro 1 da sequéncia.

No diagrama em blocos da Figura D.10 € iniciada a leitura dos dados de contagem.

Uma estrutura de repeticdo constituida de um While-Loop aninhado dentro de um For-
Loop repetindo Loop vezes, o nimero de pontos dado por Nr. Ptos, é executado até que o nimero
total de pontos da aquisicao sejam recebidos via interface serial provenientes da placa microcon-
trolada, ou caso as repeti¢des sejam interrompidas pelo usudrio pelo controle End. Além dos da-
dos de contagem, sdo também recebidos os dados do sensor de temperatura e apresentados no

painel frontal atualizado a cada 3,5 segundos, isto caso o controle Ler ADC esteja selecionado.
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Figura D.10 — Estado Start da maquina de estados, quadro 2 da sequéncia.

No diagrama em blocos da Figura D.11 ocorre o salvamento automadtico dos dados de
contagem adquiridos a cada Loop. O salvamento dos dados ocorre de forma incremental (op¢cao
append) no mesmo arquivo de dados cujo nome e diretério de destino foram previamente estabe-

lecidos pelos campos do painel frontal: Dir e Descricdo.
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Figura D.11 — Estado Start da maquina de estados, quadro 2 da sequéncia (continuagio).

D.4 Estado Stop da maquina de estados

A estrutura do estado Stop que finaliza o programa pode ser vista na Figura D.12.



Figura D.12 — Estado Stop da maquina de estados.
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