UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

CONSTRUGAO DE UM ESPECTROFOTOMETRO MULTICANAL E
DE UM ANALISADOR AUTOMATICO DE FLUXO
MONOSSEGMENTADO

Tese de Doutorado

lvo Milton Raimundo Junior

orientador: Prof. Dr. Celio Pasquini

{13 MAR 1996
- 1995 - A

-

k’x'?f %f’_,
B0t Yy
ks

l_ UHiCamP I



uNiCant
fr CHobyd A

L L —
TTIRIZ3C .

v CER e
T. .. "-'3\;;'_02 C’) 5 L

FRO™
¢

sb1gﬂ&m
.I U](I
P EC W#Jtow
| DaiA 11;¢L4:1b

Nt biU

Lmnuﬂ~?2qﬁh G

(i

-

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA
UNICAMP

RIi33c

Raimundo Junior. Ive Milton

Construgio de um espectrofotdmetro multicanal e de um
analisador automético de fluxo monossegmentado / Ivo Mil-
ton Raimundo Junior. -- Campinas, [SP : s.n.]}, 1995,

Orientador: Celio Pasquini.

Tese (doutorade) - Universidade Estadual de Campinas.

Instituto de Quimica.

1. Instrumentagio. 2. Espectrofotometria multicanal.
3. Andlise em fluxo. 1. Pasquini, Celio. [I. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Quimica. III. Tituloe,




aos meus pais, Gilda e lvo



AGRADECIMENTOS

ac Jarbas, grande amigo, com quem dividi as angustias e as alegrias de se
fazer uma tese.

aos Profs. Wilson, Lauro e Tubino, pelas sugestbes e pela colaboragao com
reagentes e instrumentos.

ao Prof. Bruns, pela orientagéo nos estudos envolvendo plangjamento fatorial.
a Dra. Ldcia Parentoni e a todos os funcionarios e professores do Laboratério
de Patologia Clinica do Hospital da Unicamp, pela atencéo e pela paciéncia
na separacao das "interminaveis" amostras de soro e plasma.

a Margarete e ao Gentil, que também muito me ensinaram.

aos amigos dos Laboratérios de Instrumentagio e Automacdo em Quimica
Analitica e de Quimica Ambiental: Cristina, Roberta, Raque!, Rosana, Marta,
Soraya, Vera, Sandra, Sonia, Claudia, lieana, Viviane, Dena, Marco, Tuca,
Pedro, Ronei, Airton, Eduardo, Fernando, Bellato, Saliba, Henrique e Efraim,
pelas eventuais colaboragdes, pela alegria e pelo bom humor (quase) sempre
constantes.

aos amigos do antigo Laboratério B-200: Beth, Dri, Solange, Bell, Cida,
Helena, Noemi, Lorena, Nivea, Paulo, Bili, Patricio, Claudio e César pela
convivéncia sempre agradavel.

a D. lara, Paula e Laurindo, pelo atendimento sempre atencioso e pelos
cuidados na encadernagao desta tese.

aos meus amigos-irmaos Zé Médico, Zé Ricardo, Mandelli, Sérgio, Zuca,
Fernanda, Fatima e Silvia, por estarmos sempre juntos.

a Cintia, que me deu animo para terminar esta tese e me compreendeu.

obrigado !



Agrade¢o especialmente ao Celio,

pela orientagdo segura, pela confianga

e pela amizade sincera. Agradego-o tambeém

pelo grande incentivo, desde os tempos da "Quimica".



RESUMO

CONSTRUGAO DE UM ESPECTROFOTOMETRO MULTICANAL E

DE UM ANALISADOR AUTOMATICO DE FLUXO MONOSSEGMENTADO

autor: Ivo Milton Raimundo Junior

orientador: Prof. Dr. Celio Pasquini

Um espectrofotdmetro multicanal sensivel na regido visivel do espectro foi
construido empregando-se um arranjo de fotodiodos RL512G (EGG-Reticon) como detector. A
parte oOptica do espectrofotdmetro foi montada segundo o arranjo simétrico de Czerny-Turner,
usando-se uma fenda de entrada ajustavel, espelhos céncavos com 100 mm de distancia focal e
uma rede de difragcac com 600 linhas mm"{. Este arranjo dptico resultou em uma dispersao linear
de 15,36 nm mm-~! (0,384 nm diodo‘1), possibilitando o monitoramento de uma faixa espectral de
cerca de 200 nm, com uma resolugdo de 1 nm. O controle do instrumento foi efetuado através de
um sistema minimo de computador baseado na CPU 8085, o qual armazena os dados espectrais
em sua memoria RAM e os transfere para um microcomputador padrao IBM, através de uma porta
de comunicagdo serial RS232C. O programa de controle, aquisicdo e tratamento de dados foi
escrito em Microsoft QuickBasic 4.5. A faixa dinamica e a relagdo sinai/ruido do espectrofotémetro
foram otimizadas empregando-se tempos de integracdo variaveis e filtros digitais. Os espectros
podem ser obtidos em um minimo de 44 ms (integragZo constante) ou de 307 ms (integrago
variavel), com as absorbancias das linhas base apresentando desvios padrdo respectivamente
iguais a 0,0021 e 0,0011, quando sdo usados filtros digitais sem peso, com média mével de 5
diodos. Além das aplicagdes usuais, o espectrofotdmetro pode ser empregado em sistemas de
analise em fluxo, determinagées cinéticas e determinagdes simultaneas.

Um analisador automatico de fluxo monossegmentado também foi construlde,
empregando-se o espectrofotdmetro multicanal como detector. Basicamente, o analisador foi
implementado com o desenvolvimento de uma vaivula amostradora e de um modulo de adigéo de
reagentes automaticos e de um sistema de detecgdo, controlados por uma interface conectada a
um microcomputador através de uma porta de comunicagio paralela C18255. Neste analisador, as
bolhas de ar do monossegmento possibilitam a localizag8o da amostra para a adigac automatica
de reagentes e para detecc#io. Com o desenvolvimento do médulo de adicdo de reagentes,
determinagdes que envolvem reagbes sequenciais podem ser empregadas em andlise em fluxo
monossegmentado, com uma sensibilidade que independe do volume de amostra injetado e com
um consumo de reagentes frequentemente menor que o de outros sistemas de analise em fluxe. O
programa de controle do instrumento foi escrito ern Microsoft QuickBasic 4.5. O analisador foi
apiicado as determinagdes de espécies de interesse clinico, tais como glicose, creatinina e uréia.
Um procedimento de diluigéo foi desenvolvido, possibilitando gue o soro efou plasma seja diluido
simultaneamente com a injegao. Com o uso de reatores de vidro e uma frequéncia de amostragem
de 90 h-1 um grau de intercontaminacdo de 2,5 % foi obtido nas determinacdes das trés
substancias. Os resultados foram comparados com os do Hospital de Clinicas da UNICAMP,
sendo obtidos coeficientes de correlaglo iguais a 0,997; 0,982 e 0,996 para as determinagdes de
glicose, creatinina e uréia, respectivamente.



ABSTRACT

CONSTRUCTION OF A MULTICHANNEL SPECTROPHOTOMETER AND

AN AUTOMATIC MONOSEGMENTED FLOW ANALYZER

author: Ivo Milton Raimundo Junior

supervisor. Prof. Dr. Celio Pasquini

A multichannel visible spectrophotometer was constructed based on the use of an
EGG-Reticon RL512G photodiode array detector. A symmetric Czerny-Turner optical design was
employed, with an adjustable entrance slit, 100 mm focus concave mirrors and a 600 line mm-!
dispersion grating. This assembly allowed to scan a spectral range of 200 nm, with a linear
dispersion of 15.36 nm mm-1 (0.384 nm diode™"). The control of the instrument was achieved by
using a single-board microcomputer based on the 8085 Intel microprocessor. Spectral intensity
data were stored in the singie board RAM and subsequently transferred to an IEM compatible
microcomputer through a RS232C interface. The software for control, data acquisition and data
treatment was written in Microsoft QuickBasic 4.5. The dynamic range and signal-to-noise ratia of
the spectrophotometer were improved by using a variable integration time and smoothing
procedures. Spectra can be scanned in a time interval as low as 44 ms (constant integration) or
307 ms (variable integration), with base line absarbances having standard deviations of 0.0021 and
0.0011, respectively. In addition to the usual appiications, the instrument is suitable to be employed
in flow analysis systems, kinetic determinations and simultaneous determinations.

An automatic monosegmented flow analyzer was also constructed, employing the
spectrophotometer as the detector. The analyzer has three basic components, contralled by an
interface connecied to an IBM compatible microcomputer through an 8255 parallel communication
port: an automatic sampling valve, an automatic reagent addition module and detection system. In
this analyzer, the air bubbles of the monosegment are used for sample localization allowing for
reagent addition and syncronous detection without air bubble removal. The reagent addition
module permits sequentiai reactions to be employed in monosegmented flow analysis, with a
sensitivity that is independent of the injected sampie volume and with reagent consumption
frequently lower than in other flow methods. The software for the instrument was written in
Microsoft QuickBasic 4.5. The analyzer was employed in the determination of glucose, creatinine
and urea in plasma or serum. A dilution procedure was developed that allows the sample dilution to
be performed simultaneously with sample injection. Glass reactors were used and a 2.5 % sample
intercontamination was obtained by empioying a sampling frequency of 90 h-1. The results were
compared with those obtained by the UNICAMP Hospital and showed correlation coefficients of
0.897, 0.982, 0.996 for the determination of glucose, creatinine and urea, respectively.
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I. APRESENTAGAO

Atualmente, um dos principais objetivos da Quimica Analitica é
obter, com melhor qualidade e menor quantidade de material, © maior numero
possivel de informagbes a respeito de uma amostra efou sistema, investindo,
ainda, menos tempo, recursos e esforgo humano [1]. Dois fatos cientificos
acorridos nas Uitimas décadas possibilitam, hoje, que este objetivo seja
alcangado com éxito e relativa facilidade e tém, inevitavelmente, direcionado as
tendéncias da Quimica Analitica contemporanea. O primeiro esta relacionado
com o desenvolvimento da Andlise por Injecdo em Fluxo (do inglés Flow
Injection Analysis - FIA), cuja potencialidade foi salientada, em 1975, por
Ruzicka e Hansen [2] e o segundo, ocorrido no inicio dos anos 80, estd
relacionade com a disseminagdo do uso dos microprocessadores e, em
particular, com o desenvolvimento, feito pela IBM, do microcomputador no
padrao no qual & hoje conhecido [3). Na realidade, & através da automagio efou
instrumentagao que a Quimica Analitica consegue atingir o objetivo citado acima
e, neste aspecto, o sistema FIA desempenha um papel importante e o
microcomputador um papel fundamental.

A automacao de métodos analiticos vem, de certa forma, suprir a
crescente demanda que tem ocorrido especialmente nas areas de quimica
ambiental e clinica. Dentre as vantagens que podem justificar a automagéo de
um meétodo, o aumento de produtividade, a melhora da qualidade do resultado
final {exatidao e precisao) e a redugdo dos custos sdo as normalmente citadas
[4-6), embora a seguranga do analista/operador também seja um fator

importante, principalmente nos laboratérios de andlises clinicas [6,7]. A
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instrumentag¢ao atual, por sua vez, trouxe novas perspectivas para a Quimica
Analitica, onde os conceitos de muitidimensdo e de simultaneidade e os
aspectos cinéticos sao bastante significativos [1].

Os sistemas de analise em fluxo, em especial aqueles gque
empregam a injecao de amostra, frequentemente oferecem as vantagens dos
sistemas automaticos, possibilitando também o desenvolvimento de meétodos
tao sensiveis quanto os manuais com baixo consumo de reagentes e amostras.
Claramente, esta ultima caracteristica inclui as analises em fluxo dentro da
filosofia da quimica em microescala, que vem sendo difundida nas areas de
Quimica Organica e inorganica [8,9]. Entretanto, os sistemas de analise em
fluxo ndo podem, invariavelmente, ser considerados automaticos, mas sim
mecanizados, segundo a acepgao da IUPAC” [10,11]. A automacdo somente se
dara se houver uma etapa de realimentagdo capaz de controlar uma das
principais operagbes do sistema. Apesar desta realimentagcdo poder ser
facilmente implementada com o auxilio de um microcomputador, 0 emprego
deste no controle de sistemas de andlise em fluxo nem sempre proporciona um
método reaimente automatico. Na maioria das vezes, o produto final consiste
em um sistema entre a mecanizagao simples e a automag¢ao completa, onde o
microcomputador pode controlar o processamento da amostra, adquirir e tratar
dados e fornecer o resultado final mas néo pode, por exemplo, reprocessar uma
amostra cuja concentragao esteja fora dos limites da curva de calibragao.

Dentro do contexto descrito acima, esta tese descreve a
construcido de um espectrofotdbmetro muiticanal e de um analisador automatico

de fluxo monossegmentado.

* Mecanizagao refere-se ao uso de dispositivos para substituir, refinar, ampliar ou suplementar o
esforgo humano. Automagdo relaciona-se ac uso combinado de dispositivos mecanicos e
instrumentais para substituir, refinar, ampliar ou suplementar o esfor¢a e a inteligéncia humanos
no desempenho de um dado processo, no qual pelo menos uma das principais operagbes &
controlada sem a intervencgio humana, por um sistema de realimentagao [10,11].
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Primeiramente foi construido o espectrofotdmetro, empregando-se
como detector um arranjo linear de fotodiodos (do inglés Photodiode Array,
PDA), sensivel na regidao visivel do espectro eletromagnético. Todos os
componentes utilizados na construgdo do espectrofotdbmetro podem ser
encontrados no mercado nacional, com excegdo da rede de difragao e do PDA,
cujo modelo, de baixo custo, é usado em aparelhos de fac-simile. A filosofia ’
adotada no desenvolvimento do espectrofotdmetro visou torna-lo uma unidade
independente e versatil. Portanto, ele possui um sistema minimo de
computador, capaz de efetuar uma série de tarefas, que deve ser controlado por
qualquer microcomputador padrao IBM através de uma porta de comunicagio
serial RS232C. O programa de controle, aquisicdo e tratamento de dados,
escrito em QuickBasic 4.5, possibilta que o espectrofotdmetro, alem das
aplicagbes usuais, possa ser empregado em determinagbes simultaneas,
determinag¢des cinéticas e em sistemas de analise em fluxo.

Em uma segunda etapa, foi construido um analisador automatico
de fluxo monossegmentado, empregando o espectrofotdmetro multicanal como
detector. Fundamentalmente, o analisador foi implementado com o
desenvolvimento de um injetor e de um moddulc de adigdo de reagentes
automaticos e de um sistema de detecgdo, controlados por uma interface
construida para tal fim que, por sua vez, € conectada a um microcomputador
através de uma porta de comunicag&o paralela. Neste analisador, as bolhas de
ar do monossegmento desempenham um importante papel, possibilitando a
localizagdo da amostra para a adigdo automatica de reagenies e para sua
deteccao.

Finalmente, o analisador foi aplicado as determina¢des de
espécies de interesse clinico, tais como uréia, creatinina e glicose. Como em

todas estas determinagbes as amostras de plasma efou soro sanguineo
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necessitam de uma diluigao, foi desenvolvida uma técnica na qual a diluigao da
amostra & efetuada concomitantemente com sua injecdo no analisador. O
programa de controle do analisador, escrito em QuickBasic 4.5, necessita que o
usuario informe a espécie a ser determinada para que o microcomputador defina
o comprimento de onda monitorado e os reagentes adicionados. Os resultados
das determinagdes sao mostrados no monitor de video na forma de um relatério,

cuja copia pode ser impressa.



Il. ESPECTROFOTOMETRIA MULTICANAL E
ARRANJOS DE FOTODIODOS

1. Espectrofotometria Multicanal

Os sistemas oOpticos empregados em espectroscopia podem ser
classificados, dentre outras maneiras, como multiplexados e nao-multiplexados.

Os instrumentos muitiplexados empregam um Unico detector que
recebe informagdes simultaneas codificadas segundo um determinado padrao,
que sao posteriormente transformadas, atraves de métodos matematicos, em
informacgdes espectrais. Estes instrumentos podem, ainda, utilizar sistemas
dispersivos ou nao-dispersivos, cujos exemplos mais significativos sio os
espectrofotdmetros com transformada de Hadamard [12] e com transformada de
Fourier [13], respectivamente.

Os instrumentos nao-multiplexados podem, entretanto, empregar
um ou varios detectores [14,15]. Os que empregam apenas um detector sdo
chamados monocanais ou temporais e monitoram de forma sequencial as
intensidades de radiagao do espectro eletromagnético. Agueles que empregam
varios detectores sdoc chamados multicanais ou espaciais, monitorando
simultaneamente varios comprimentos de onda do espectro. Como os
anteriores, os instrumentos nao-multiplexados tambem podem ser dispersivos,
empregando, via de regra, uma rede de difragdo, e nao-dispersivos,
empregando, por exemplo, filtros ou diodos emissores de luz. Atualmente os
sistemas dispersivos sdo 08 mais encontrados, sendo gque os

espectrofotdmetros monocanais normalmente usam uma rede de difragdo
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rotatoria (movida manual ou automaticamente) e como detector uma
fotomultiplicadora (PMT, photomultiplier tube) fixada na fenda de saida do
monocromador. Por sua vez, os instrumentos multicanais geralmente tém um
monocromador fixo, podendo empregar como detectores filmes fotograficos,
arranjo de fotomultiplicadoras, dispositivos de transferéncia de carga (CTD,
Charge Transfer Devices) e arranjos de fotodicdos (PDA, Photodiode Array).

A primeira vantagem que pode ser obtida com instrumentos
multicanais esta diretamente relacionada com o tempo de analise e o ruido do
sinal medido. A simultaneidade na aquisi¢do de dados pode resultar, em
comparagdo com um instrﬁmento monocanal, em uma analise mais rapida se a
‘relagdo sinal/ruido for mantida constante ou em um aumento na relagio
sinal/ruido se o tempo de analise for fixado [16]. Isto pode ser facilmente
compreendido ao se fazer uma analogia com a pesagem de varios objetos em
varias balangas, onde a massa de um objeto esta relacionada com a
intensidade de um comprimento de onda medido e cada balanga associada a
cada detector [17]. Supondo que existam quatro objetos para serem pesados
em quatro balangas, dois procedimentos podem ser adotados. O primeiro
consiste na pesagem simultdnea destes quatro objetos em cada uma das quatro
balangas, o que leva a uma determina¢do das massas em um tempo quatro
VEZes menor que com o uso dé uma unica balanga. O segundo procedimento
consiste na pesagem de cada um dos objetos nas quatro diferentes balancas,
no mesmo tempo necessario para estes quatro objetos serem pesados em uma
Unica balanga. Desta forma, cada cbjeto € pesado quatro vezes e a estimativa
do desvio padrdo relativo na massa de cada objeto é reduzida & metade (V4)
[18]. Da mesma forma, quando comparado com um espectrofotémetro

convencional, um muiticanal disposto com n detectores pode, teoricamente,
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obter um espectro em um tempo 17 vezes menor ou com um aumento na relacao
sinal/ruido proporcional a vn.

Os instrumentos multicanais podem ser desenvolvidos com o uso
de arranjos de fotomultiplicadoras como, por exemplo, os encontrados nos
espectrofottmetros de emissdo atomica em plasma acoplade indutivamente
(ICP-AES). Estes instrumentos sao classificados como espectrdmetros de leitura
direta [15], sendo que as fotomultiplicadoras empregadas, a despeito de suas
vantagens (excelente sensibildade, ampla faixa dinamica, resposta rapida),
trazem alguns inconvenientes incompativeis com um detector multicanal
verdadeiro. Embora miniaturizadas, estas fotomultiplicadoras podem ser
dispostas nestes espectrofotdmetros a uma distadncia minima que ainda requer
uma grande dispersdo da radiacdo eletromagnética, o que, inevitavelmente,
limita 0 nimero de canais do instrumento. Desta forma, os espectrofotémetros
de leitura direta sdo fabricados para aplicagbes pré-determinadas, monitorando
certos comprimentos de onda e sendo, portanto, pouco flexiveis [15,19,20].

Os espectrofotometros equipados com arranjos lineares de
fotodiodos trouxeram, nos ultimos quinze anos, uma nova dimensdo para a
espectrofotometria, principalmente a UV-visivel, quando comparados com os
espectrofotdmetros com banco de fotomultiplicadoras ou com redes de difragéo
(ou espelhos) moveis. A Figura 1.1 mostra os esquemas basicos de um
espectrofotdmetro com PDA e com rede de difragido movel, salientando suas
principais diferengas [21]. O espectrofotémetro de arranjo de dicdos emprega
um sistema de Optica reversa [22], isto é, a rede de difragao é colocada entre a
amostra e o detector e nio entre a fonte de radiagéo e a amostra. Assim sendo,
no PDA a radiagao policromatica incide sobre a amostra e &, entdo, dispersa em
um monocromador fixo em diferentes comprimentos de onda que séo

monitorados simuitaneamente pelos diodos do arranjo. Esta configuragdo com
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monocromador fixo traz algumas vantagens, possibilitando ao espectrofotdmetro
PDA tante adquirir um espectro sem distorgdes e em poucos milisegundos como
medir os comprimentos de onda com alta repetibilidade, pois o tempo de
varredura nédo € determinado pelo movimento da rede de difragdo e a
repetibilidade € limitada apenas pela geometria do detector, respectivamente.
Entretanto, um espectrofotdmetro PDA pode estar mais sujeito aos problemas
provenientes de radiagdo espuria, que nao pode ser eliminada por meio de
filtros, e das estabilidades da fonte e/ou do detector, que ndac podem ser
facimente compensadas com um sistema c_ie duplo feixe, como feito nos

espectrofotometros convencionais.

mongccromador
(a) \ / movel

amplificador

PMT

L/ N\

amostra

G N

/ monocromador

fixa amplificador

EIES

7B

amostra

PDA  multiplexador

Figurall.1. Diagrama de um espectrofotémetro convencional com rede de difragdo
movel {a) e um multicanal com arranjo de fotodiodos (b).

Portanto, por estes aspectos, a aplicagao de um espectrofotometro
multicanal com um arranjo de fotodiodos & particularmente recomendada no

estudo de sistemas com sinais transientes (como FIA e HPLC) e na
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diferenciagdo de compostos que absorvem em comprimentos de onda bastante
préximos. Todavia, € importante salientar que nos casos onde o tempo para a
obtencdo de um espectro nio &€ o parametro critico, o desempenho de um
espectrofotdmetro convencional com rede de difragdo mével &, ainda, meihor
que um com PDA, devido a maior sensibildade apresentada por uma

fotomultiplicadora.

1.2, Detectores de Arranjo de Fotodiodos

Um detector de arranjo de fotodiodos consiste em um circuito
integrado Unico gque possui um sensor de radiagdo, um elemento de
armazenamento e um elemento de leitura. O arranjo de diodos (também
chamados elementos, canais ou pixels) € fabricado em um U(nico cristal de
silicio, onde cada diodo atua simultaneamente como transdutor de intensidade
luminosa / carga elétrica € como elemento de armazenamento de carga.

O PDA é preparado pela oxidagdo da superficie de um substrato

semicondutor’ do tipo-n, produzindo uma camada de o6xido de silicio cuja

* Um material & semicondutor quando possui a banda de valéncia totalmente preenchida com
elétrons, cuja diferenga de energia em relagao a banda de condugéo ("band gap™) ndo é muito
grande. Em outras palavras, ¢ semicondutor é capaz de fransferir um elétron da banda de
valéncia para a banda de condugio as custas de uma quantidade de energia muito pequena. Um
semicondutor intrinseco & um material puro no qual a energia térmica é suficiente para promover
um elétron da banda de valéncia para a banda de condugdo. Este processo cria um centro
positivo na banda de valéncia, chamado lacuna ("hole"}, capaz de se mover através desta banda.
Em um semicondutor, tanto os elétrons como as lacunas, chamados de transportaderes, dio
origem & corrente elétrica. Um semicondutor extrinseco possui defeitos em seu reticulo cristalino,
provocado através de um processo de dopagem. Se o semicondutor intrinseco € dopado com
uma "impureza quimica” que possui mais elétrons na banda de valéncia que o substrato, obtem-
se um semicondutor do tipo-n {(elétrons sdo os transportadores majoritarios). Caso contrério, se o
dopante possui menos elétrons na banda de valéncia que o semicondutor intrinseco, obtem-se
um semicondutor tipo-p (lacunas so os transportadores majoritarios). E impartante notar que os
semicondutores fipo-n € -p ndo séo carregados negativa e positivamente, como pode ser
induzido a pensar (23]
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espessura pode variar de 0,4 a 3,0 um [23,24]. Pequenas janelas sao entao
abertas na camada de oxido por um processo de fotolitografia, onde sao
formadas as jungdes pn, através da difusdo de um semicondutor do tipo-p. Esta
camada difusa de silicio tipo-p pode ter uma espessura de 1.2 a 1,5 ym. A
Figura .2 mostra um diagrama esquematico do cristal de silicio e da geometria
do sensor. Os arranjos com esta geometria (2,5 mm de altura e espagamento
centro a centro de 25 um) sdo especificos para fins espectroscdpicos pois
possuem as mesmas proporgées (100:1) de uma fenda de saida de um

monocromador convencional.

R
2,5 mm
i i
13 um
oxido de silicio 25 um
{ oy
3
...... eSilfclorom e 12 um
T Silicio = n T 0.4 mm

Figurail.2. Diagrama esquematico da geometria de um arranjo linear de fotodiodos.

Na jungao pn, os transportadores de carga majoritarios de ambos
os semicondutores migram em sentidos opostos, isto e, os elétrons migram do

semicondutor tipo-n para ¢ -p e as lacunas migram do semicondutor tipo-p para
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o -n. Com este processo de difusdo ocorre a formagao de um potencial na
interface cujo campo elétrico se opde a difusdo adicional dos transportadores
majoritarios através da jungdo. Desta forma, na regiao adjacente a jungdo, o
semiconduter tipo-n fica positivamente carregado em relacio ao tipo-p, como
mostrado na Figura 1l.3a. Na regido contigua a jungdo pn € criada uma zona de
recombinagao, conhecida como zona de deplegdo, onde um elétron tem maior
probabilidade de preencher uma lacuna da banda de valéncia. Nesta regido
existem poucos transportadores e, portanto, a sua resisténcia € alta. O
dispositivo assim construido com a jungao dos materiais tipo-n e -p é conhecido
como diodo semicondutor. Em um PDA a juncdo pn € polarizada reversamente,
aumentando a barreira de energia que os transportadores de carga precisam
atravessar, devido ao aumento da zona de deple¢dco (Figura 11.3b), permitindo

que cada diodo do arranjo se compaorte como um minusculo capacitor {23,25].

(a) >]I (b)

o 0 olilile o e 000

:..:... sleRe

© 0O O

p ,K n p n
zana da deplegao zona de deplagao
+ L\ + V\
\_/‘ carga \/—l carga

Figura IL3. Influéncia da polarizagio sobre a zona de deplegio: sem polarizagio (a)

e com polarizagao reversa (aj).
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Os fotons absorvidos tanto pefa regidio -p como a -n podem
produzir lacunas e elétrons, se possuirem energia suficiente para isto. Estas
lacunas e estes elétrons sdo atraidos, respectivamente, para os polos negativo
e positivo do diodo reversamente polarizado, isto &, as lacunas migram para a
regiao -p e os elétrons para a regido -n. Os fétons absorvidos entre duas ilhas
de semicondutor tipo-p (isto &, absorvidos pela regi@o -n) produzem cargas que
sdo proporcionalmente divididas entre os diodos adjacentes. A Figura |1.4
mostra a fungado de resposta de um arranjo de diodos, onde 52 % da carga

gerada e proveniente da regiao -p e 36 % da regido -n adjacente ao diodo [25],

& M
Y I
Z c V.4 B N ¢ \; !

L18% 52% 18%

Figurall.4. Fungdo de resposta idealizada de um diodo do arranjo devido a radiagao
incidente sobre 25 pm a partir do centro do diodo (A), diodo (regido -p)
de 13 um (B) e regido -n da matriz de 6 um (C).

Portanto, a absor¢do de fotons descarrega o mintsculo capacitor
formado pelo diodo reversamente polarizado. Este processo também ocorre
devido a formagéo de cargas geradas termicamente, conhecidas como corrente

de escuro ("dark current"). Desta forma, em muitas aplicagées, principaimente
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naguelas onde existe a necessidade de longos periodos de exposigdo, o arranjo
de diodos deve ser resfriado. O resfriamento & normalmente efetuado com
nitrogénio liquido ou com elementos tipo Peltier, sendo que a corrente de escuro
diminui & metade para uma diminuigio de cerca 7-9 ©C na temperatura [24,25].
Logo, mantida a corrente de escuro em niveis despreziveis, o capacitor formado
pelo diodo descarrega proporcionalmente a poténcia de radiagdo luminosa gue
nele incide e ao tempo de exposicdo a esta radiacdo.

Os arranjos de diodos podem ser encontrados com 128 até 4096
elementos, sendo os mais comuns os de 512 e 1024. Embora a detecgao da
radiagao seja simuitdnea, o processo de leitura de cada diodo é sequencial. A
Figura {1.6 mostra um diagrama esquematico simplificado do circuito de um
PDA. E importante salientar que o capacitor mostrado na figura (ligado em
paralelo com o diodo) ndo € um componente adicional do circuito mas sim uma

representacdo da capacitancia da jungao pn.

clock

registra de deslocamento digital

start

s e

fotodiodos ! — ! - !

Py
=/ +V

Figura 11.5. Diagrama simplificado de um arranjo linear de fotodiodos.

Cada fotodiodo do arranjo € conectado a uma chave-transistor

(transistor de efeito de campo - FET), que & controlada por um unico sinal que é
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deslocado através de um registro digital (digital shift register). Um pulso de
“start" (inicio de varredura) € usado para iniciar o processo de leitura. Apés este
pulso, os transistores FET sao enderegados sequenciaimente a cada pulso de
"clock”. Quando um transistor € enderegado, o diodo a ele associado é
totalmente recarregado ao seu potencial de polarizagdo reversa e a corrente
que flui através do diodo e do transistor aparece na saida de video. Este sinal
analégico € amplificado, extraido por um circuito amostrador/retentor e, entao,
apresentado a um conversor analbgico-digital. A frequéncia de "clock” que pode
ser empregada na leitura dos diodos pode variar de 36 kHz (28 ns/diodo) até 2
MHz (0,5 ps/diodo) [16,25]. O tempo de integragdo é definido como o intervalo
entre dois pulsos de "start" de duas varreduras consecutivas, sendo o mesmo
para todos os diodos pois, uma vez iniciado o processo de leitura, o arranjo
normalmente deve ser varrido sequencial e totaimente. Entretanto, como o PDA
necessita de um intervalo de tempo At para ler cada um dos n sucessivos
elementos, o n'ésimo diodo do arranjo tera integrado a radiagdo por um mesmo
intervalo de tempo, mas em um momento que difere do primeiro dicdo em n.At.

A Figura 1.6 ilustra este detalhe de um arranjo linear de fotodiodos.

Fad @ LY
~ <
& t1 N
~ Fd
, 5 — —
i 4
At At
34 &> >
2- .
0 44 — — |

tempo

Figura 11.6. Sequéncia de leitura de um PDA: t1 e t2 sao iguais e correspondem aos
tempos de integragao dos diodos 1 e 2, respectivamente.
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Embora esta diferenca de tempo seja desprezivel em muitos
casos, como por exemplo em HPLC e FIA, em algumas aplicagbes, como no
estudo de reagdes rapidas, o erro introduzido pode causar uma distor¢éo
temporal [25].

O desempenho global de um espectrofotdmetro que emprega um
arranjo de fotodiodos & determinado, em grande parte, pelas caracteristicas do
detector, tais como faixa de resposta espectral, exatidao e precisdo nas medidas
de comprimento de onda e intensidade luminosa, resolugdo, sensibilidade,
relagao sinal/ruido e faixa dindmica. A Tabela 1.1 destaca algumas destas
caracteristicas (e outros parametros relacionados) de um arranjo de dicdos e de
uma fotomultiplicadora (PMT). Esta comparacdo esta sendo feita pois, de certa
forma, o desenvolvimento do espectrofotometro PDA é consequéncia da
necessidade de obteng&o de espectros em curtos intervalos de tempo, os quais
ndo podem ser facilmente conseguidos com um espectrofotémetro com rede de

difragao movel que emprega uma PMT como detector.

Tabelail.1. Comparagao entre os desempenhos de um arranjo de diodos (PDA) e de
uma fotomultiplicadora (PMT).

parametro PDA PMT
resposta espectral (nm)a 200 - 1000 200 - 650
eficiéncia quantica (%) 40 - 80 10 - 20
sensibilidade (A W-1)b 0,45 4,0 x 104
faixa dinamica 103 - 104 105-108
corrente de escuro (e- s-1)a 624 (193 K) 3 (253 K)

(a) PDA Reticon 10245 x PMT Galileo Electro-Optics {26).
{b) PDA Reticon x PMT RCA C31034 [27].
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E interessante notar que embora a eficiéncia quantica de uma
fotomultiplicadora seja menor que a de um diodo, a sua sensibilidade & muito
maior, devido ao alte ganho que possui. No exemplo citado na Tabela II.1, a
sensibilidade da fotomultiplicadora é de 0,067 A W-1, mas com o ganho de 6 x
10%, o valor de 4,0 x 104 & obtido, tornando-a mais sensivel que o diodo [27].

A faixa dindmica de um arranjo de diodos pode ser medida de
diferentes maneiras, sendo duas as mais importantes [23,25,27). Uma deias,
definida como a raz&o entre o maior @ 0 menor sinal obtidos em um mesmo
intervalo de tempo e expressa na Tabela Il.1, esta relacionada com a resposta
de apenas um diodo, podendo ser empregada para comparagao com a resposta
de uma fotomultiplicadora. Enquanto que para a PMT esta faixa é limitada pela
corrente de escuro, para o PDA o limite & geralmente dado pelo conversor
analogico/digital. Por exemplo, assumindo uma incerteza de +1 bit, para um A/D
de 14 bits a razo maxima € de 1:8192, isto &, o maior sinal dividido pelo dobro
do ruido de conversao [27]. A outra forma de medir a faixa dinamica, chamada
de faixa dinadmica intra-espectral simultdnea ou intra-cénica, é definida como a
razdo entre o maior € 0 menor sinal obtidos simultaneamente em uma mesma
varredura do arranjo. Esta faixa & geralmente menor que a primeira, sendo
limitada pela reflexao de luz que ocorre entre a janela que cobre o arranjo de
diodos e a sua superficie e pela corrente de escuro [24].

A exatiddo na medida de comprimento de onda de um arranjo de
diodos, determinada pela geometria do detector e pela dispersdo linear
reciproca do monocromador, & limitada, assumindo a estabilidade da fonte de
radiagédo, por vibragbes e expansao térmica dos componentes Opticos do siste-
ma. Esta exatidao, equivalente ao produto do espagamento entre os diodos (ou
largura do diodo, tipicamente 25 pm) e a dispersao linear reciproca (nm mm-1),

é geralmente melhor que a exatiddo (e preciséio) de um espectrofotdmetro de
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varredura, que € limitada por suas partes mecdnicas moéveis [24,25], como
discutido qualitativamente no inicio deste capitulo.

Assim como a exatidao, a resolugdo de um PDA também é
determinada pela largura do diodo e pela dispersdo linear reciproca do
monocromador, sendo muitas vezes definida, de maneira incorreta, como sendo
o produto destes dois paradmetros. Na verdade, como o perfil de resposta de um
arranjo de dicdos é trapezoidal e nao retangular (Figura 11.4), provocando uma
sobreposigdo parcial de infformagbes espectrais, a resolugdo & piorada por um
fator de aproximadamente 2,0 - 2,5 [16,24]. Apesar deste fato, a resolugio
obtida com um espectrofotdmetro de arranjo linear de fotodiodos é ainda
bastante adequada para um grande numero de aplicagbes analiticas
envolvendo principalmente absorgéo molecuiar.

Finalmente, é importante salientar que pela prépria natureza de um
PDA, que e capaz de gerar um numero relativamente grande de dados num
intervalo de tempo bastante pequeno, um espectrofotdmetro multicanal com
este detector necessita ser controlado por um microcomputador com
desempenho razoavel. Portanto, talvez tenha sido por esta necessidade que

apenas na década de 80 tenham surgido os primeiros instrumentos comerciais.

1.3. Desenvolvimento e Aplicagdes Analiticas de
Espectrofotometros com Arranjo Linear de
Fotodiodos

Os espectrofotdmetros que possuem PDAs como detectores sido,
sem ddvida alguma, os instrumentos multicanais mais acessiveis e, portanto, os

mais empregados nos dias de hoje. A utilizagdo de arranjos de fotodiodos em
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espectroscopia teve inicio ha cerca de 25 anos, sendo que um dos primeiros
espectrofotdmetros comerciais foi fabricado pela Hewlett-Packard (HP 8450A)
no final da década de 70 [16].

No inicio do desenvolvimento de detectores multicanais (ou de
imagem), alguns dos principais objetivos estavam pautados pela necessidade
de substituicdo do filme fotografico por um sistema de deteccao eletrénico que
possibilitasse a aquisicdo e interpretagdo dos dados de maneira simples e
eficiente, aliando a conveniéncia da detec¢do simuitdnea obtida com o filme.
Prova disto esta nos primeiros trabalhos publicados que empregam arranjos de
diodos como detectores em espectroscopia de emissdo atomica [28-31]". Apds
uma primeira experiéncia na construgdo e aplicagdo de um arranjo de vinte
diodos na determinagao simuitdnea de calcio e bario por emissdo em chama
[28], Boumans verificou que havia a necessidade de cooperagdo entre
especialistas nas areas de espectroscopia e eletrénica para o desenvolvimento
de um arranjo de diodos com caracteristicas proprias para ser usado como
detector em espectrometros [29]. Paralelamente, Codding e Horlick
empregavam um arranjo de 256 fotodiodos (Reticon RL 256/128) como detector
tanto em espectrografia para a identificagdo de varios elementos [30] como em
espectrofotometria de emissao e absorgdo atdmica para a determinagédo de
potassio, rubidio e célcio [31], sendo que os sinais gerados pelo arranjo podiam
ser digitalizados e armazenados em um pegqueno computador ou mostrados no
monitor de video de um osciloscopio. Desde entao, os sistemas de detecgao e

os espectrofotdmetros com arranjos de diodos tém sido largamente difundidos e

' Outros detectores de imagem, comg citado anteriormente, podem ser empregados em
espectroscopia. Na verdade, estes detectores tém sido usados desde 1949, quando Agnew e
colab. [32] e Benn e colab. [33] empregaram um tubo Orticon de imagem de televis&o no estudo
espectroscopico de espécies transientes produzidas por combust&o. Outros tipos, tais como
tubos Silicio-Vidicon e Vidicon intensificado, também podem ser empregados como detectores de
imagem mas o s3o em menor escala e aparecem esporadicamente na literatura [34]. Uma
descrigao detalhada de todos estes detectores pode ser encontrada em Busch e Busch [35).
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cada vez mais aplicados em vadrias areas da Quimica Analitica, tanto nas que
empregam sistemas hidrodinamicos, tais como FIA e HPLC, como naquelas que
empregam sistemas discretos e necessitam apenas da detec¢do multicanal.

Os primeiros trabalhos empregando arranjos de fotodiodos como
detectores em cromatografia liquida de alta eficiéncia foram apresentados, em
1976, por Dessy e colaboradores [36,37] e Milano e colaboradores [38]. No
inicio da década de 80, quando ja existiam espectrofotdmetros PDA disponiveis
comercialmente, os sistemas HPLC-PDA eram discutidos e suas
potencialidades evidenciadas [39,40]. Estes sistemas t8m experimentado, desde
entdo, uma evolugao significativa, que pode ser verificada pela fabricagéc de
espectrofotdmetros comerciais com “"softwares" dedicados a cromatografia
liguida de alta eficiéncia. Os detectores PDA possibilitaram o desenvolvimento
de métodos mais sensiveis e seletivos, sendo amplamente aplicados as areas
industrial, farmacéutica e clinica [21,22]. A obtencao de um espectro para cada
tempo de retencao permite ndo sé uma verifica¢do mais completa a respeito da
pureza do pico cromatografico € consequentemente da eficiéncia da separagaoc
[21] como também uma analise mais rapida, pois em uma unica eluigio todos os
cromoforos podem ser observados [41]. Além disto, duas espécies mal
separadas cromatograficamente podem ser eventualmente determinadas caso
nao exista uma grande sobreposicdo espectral [21,41]. Estas vantagens tém
sido frequentemente aproveitadas nos meétodos descritos na literatura [42-44].

Os sistemas PDA para analise por inje¢ao em fluxo, no inicio, nao
tiveram o mesmo desenvoivimento que os similares para HPLC. A primeira
aplicagdo de um PDA como detector em sistemas de anélise em fluxo foi
proposta em 1979 por Anderson e colaboradores para a determinacio
simultanea de niquel e cobalto [45]. Os autores salientaram ainda que poucos

esforgos tinham sido envidados no desenvolvimento de instrumentos para este
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fim, devido a dificuidade de serem encontrados reagentes gue formassem
complexos com varios metais, cujos espectros de absor¢gdo fossem
suficientemente diferentes para diferencia-ios em uma mistura. Este trabalho
mereceu, alguns anos mais tarde, uma timida referéncia por parte de Janata e
Ruzicka em um artigo envolvendo técnicas voltamétricas de varredura rapida
[46]. Em 1986, Lazaro e colaboradores, em artigo de revisdo, assinalavam que a
associacdo FIA-PDA era ‘interessante, a priori", em decorréncia das
similaridades existentes entre os sistemas FIA e HPLC, podendo ser justificada
principalmente nos casos onde a determinagdo simultdnea era possivel em
fungdo das diferengas espectrais entre duas especies [22]. Neste mesmo artigo
citavam o primeiro trabalho de determinagio simultanea em sistemas FIA-PDA,
publicado por Lazaro e colaboradores [47]. Neste trabalho os autores
descreveram tanto um método de determinacao simultdnea de cobre (ll) e ferro
(I ou (lll), através da complexacdo com uma mistura de 1,10-fenantrolina e
neocuproina, como outro que permitia a determinagao de nitrito em uma ampla
faixa de concentragdo em fungéo do uso de metodos de diluicao e amplificacao,
que podem ser facilmente implementados com espectrofotdmetros multicanais.
Enfatizaram ainda que, tendo em vista as determinagdes simultaneas, o
desenvolvimento natural da analise por inje¢ac em fluxo deveria passar pela sua
associacido com detectores de varredura rapida e que o sistema voltamétrico
desenvolvide por Janata e Ruzicka [46] teria poucas aplicagbes praticas.
Atualmente, os detectores multicanais, em especial os arranjos de fotodiodos,
tém sido largamente ufilizados em sistemas FIA, possibilitando que
determinacdes simultdneas possam ser efetuadas tanto nos casos onde existam
diferencas significativas nos espectros de absorgdo das especies [48] como
naqueles onde a sobreposicdo e significativa, que € resolvida pelo uso de

métodos derivativos [49], minimos quadrados parciais [50,51] ou regressao
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linear maltipla [52]. Os sistemas FIA-PDA tém grande potencial para explorar os
gradientes que podem ser gerados em analise por inje¢gdc em fluxo [53,54]),
possibilitando a obtengdo de superficies tridimensionais (Absorbancia x
comprimento de onda x tempo), cuja aplicagdo foi denominada "Flow
Chemography" por Kowalski e colaboradores [55].

Os detectores de arranjo de diodos tém, naturalmente, amplas
aplicagbes em determinagdes simultdneas sendo empregados em métodos de
parada de fluxo (stopped-flow) [56,57], cinéticos [58,59], derivativos [60,61],
quimiométricos [62,63] e técnicas como cromatografia gasosa [64],
espectroeletroquimica [65,66], absorgdo atdmica [67,68], emissdo atdmica em
plasma acoplado indutivamente [20,69] e espectrografia de emissdo atdmica
{70]. Entretanto, os espectrofotdmetros PDA tém sido também empregados em
determinagdes onde suas propriedades multicanais ndo sdo requisitadas
[71,72), ocupando um espago antes reservado apenas para as

fotomuitiplicadoras.



lIl. CONSTRUCAO DE UM ESPECTROFOTOMETRO
MULTICANAL

0O desenvolvimento de espectrofotdmetros multicanais baseados
em arranjos de diodos também ocorreu, como discutido anteriormente, em
fungdo da necessidade de obtengdo de espectros em intervalos de tempo
bastante curtos, especialmente em sistemas hidrodinamicos. Embora os
espectrofotdmetros PDA sejam os instrumentos mais utilizados nesta tarefa,
varios instrumentos empregando rede de difragdo mével [73,74], arranjos de
diodos emissores de luz (LEDs) [75,76] ou de fotomultiplicadoras [77] t&m sido
descritos na literatura.

Os espectrofotémetros com arranjo de fotodiodos disponiveis
comercialmente ainda sao de custo relativamente ailto e, algumas vezes, tém a
caracteristica peculiar de incorporarem aplicagées desnecessarias e, a0 mesmo
tempo, néo poderem ser aplicados em sisternas mais simples de interesse do
usudrio. Este problema ocorre porque um instrumento comercial possui um
programa de controle de dificil acesso, que nao permite ao usuario adapta-io a
uma aplicacdo especifica. No entanto, esforgos tém sido feitos no sentido de
solucionar esta limitag&o dos instrumentos comerciais [78].

Varios instrumentos e sistemas multicanais baseados em arranjos
lineares de fotodiodos tém sido descritos na literatura, empregando, em geral,
sensores de ultima geragdo. Caceci [78], com o objetivo de estudar solugdes
radioativas, desenvolveu um espectrofotémetro utilizando como detector um
Analisador Optico Multicanal (OMA [1f, modelo 1461, EG&G) com um arranjo de

512 diodos. O instrumento construido possui 6tima resolugdo (0,12 nm),
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podendoc adquirir até 255 espectros com tempo de integragéo e intervalo entre
espectros iguais a 10 ms. Entretanto, a aquisigdo e tratamento de dados s&o
feitos atraves de programa comercial e a relagao sinal/ruido € baixa (0,017,
apés compensag¢ao do "drift" da linha base). Lepla e Horlick [80] desenvolveram
e avaliaram dois sistemas de deteccdc multicanais para ICP-AES com alta
resolugdo (0,15 nm), baseados nos PDAs Hamamatsu 52304-1024Q e Reticon
1024S. Fourest e colaboradores [81] acoplaram um instrumento comercial
{marca Dilor, com arranjo de diodos Reticon 5125} a um sistema eletroguimico.
A dispersdo obtida foi de 0,28 nm diodo-1 (o que significa uma resolugéo de
aproximadamente 0,84 nm) e pelo desenvolvimento de dois circuitos eletrénicos
podem ser adquiridos um total de 127 espectros com tempos de integragao tao
curtos quanto 512 ps, em intervalos de 516 ps. Tal desempenho, entretanto, &
dispensavel em muitas aplicagdes analiticas que envolvem, por exempilo,
medidas em sistemas de fluxo continuo. Naffrechoux e colaboradores [82]
desenvolveram um detector uitravioleta usandc o sensor Hamamatsu S3901
(512 elementos), cuja faixa dindmica é limitada em comprimentos de onda
menores que 225 nm, sendo que os espectros podem ser obtidos (aquisicao,
tratamento matematico e armazenamento em disco rigido) em intervalos
menores que 3 s. Gerhard e colaboradores [83] construiram um
espectrofotdmetro UV-VIS utilizando um detector de arranjo de diodos duplo
para aplicagado em um instrumento de parada de fluxo. Os detectores usados
possuem 512 elementos possibilitando uma corregéo automatica de qualquer
variagdo de poténcia da fonte de radiagdo. O sistema pode obter
consecutivamente ate 18 espectros com tempos de integragéo de 16,5 ms e
resolugdo de 6 nm. Um espectrdmetro muiti-modo para emissao atdmica foi
desenvolvido por Wingerd e Dessy [84], combinando a detecgdc multicanal de

um arranjo de diodos (Reticon RL5128) com a muitiplexada da transformada de
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Fourier, podendo operar nos modos multicanal (dispersivo), multiplexado
(interferométrico) ou multicanal/multiplexado. Enquanto que no modo dispersivo
a resolugéo é relativamente baixa (1,2 nm), no modo dispersivo/multiplexado é
melhorada, podendo chegar a 0,017 nm.

E importante salientar que estes sistemas de detecgdo multicanais
foram construidos utilizando sempre que possivel as facilidades oferecidas
comercialmente, incluindo programas de controle. Varios deles [79-81,83]
utilizam também sistemas de resfriamento Peitier para melhorar a relagido
sinalruido do detector. Por estes motivos, estes instrumentos possuem um
custo relativamente alto. Entretanto, como dito anteriormente, o objetivo desta
tese € a construgdo de um especfotdmetro multicanal de baixo custo, com base
em um arranjo linear de fotodiodos normalmente empregado em aparelhos de

fac-simile.

ll.1. Implementagio do Espectrofotometro
.1.1.  Arranjo Optico

A parte dptica do instrumento foi montada sobre uma placa de
aluminio de 25 x 30 mm, com 10 mm de espessura, segundo o arranjo simetrico
de Czerny-Turner, como mostrado na Figura lIl.1. Foram empregados dois
espelhos céncavos de 50 mm de didmetro e 100 mm de distancia focai (Funbec)
e uma rede de difragéo de 2,5 x 2,5 mm, com 600 linhas/mm e blaze ern 500 nm
(Edmond Scientific). A fenda de entrada regulavel e os suportes posicionadores
dos espelhos, da rede de difragdo e do PDA foram construidos pela Optrom

(Campinas - SP). O feixe luminoso foi guiado até a fenda de entrada regulavel
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através de um cabo de fibra éptica de vidro de 3 mm de didametro
(Reinchenbach, Sao Paulo - SP), sendo colimado peio espelho E1 sobre a rede
de difragéo R, onde foi dispersado e posteriormente focalizado pelo espetho E2
sobre o PDA. Os espelhos E1 e E2 foram dispostos de tal forma que os angulos
81 e 02 fossem os menores possiveis e iguais (arranjo simétrico) para minimizar
aberrages dpticas [85]. O arranjo de diodos foi fixado na parte de tras do cartao
de circuito impresso que contem a eletrdnica basica para extragdo dos sinais,
sendo que o primeiro elemento a ser acessado no procedimento de leitura foi

exposto a radiagio de maior comprimento de onda.

PDA - E2

F ' » il E1

Figura lll.1. Diagrama esquematico do arranjo 6ptico do espectrofotdémetro {angulos
01 e 62 iguais a 17,59).

IN1.2. O Arranjo de Diodos RL512G

O arranjo linear de fotodiodos RL512G é fabricado pela EG&G

Reticon para ser usado em aparelhos de fac-simile, sendo empacotado em um



construgdo de um espectrofotémetro multicanal 26

"chip" de 18 pinos, com janela de vidro, o que limita a sua resposta na regiao de
300 a 1100 nm. A geometria do sensor é semelhante 4 mostrada na Figura 1.2,
sendo que os 512 elementos, espagados em 25 um (centro a centro), possuem
largura de 13 um e altura de 26 pm (e ndo 2,5 mm como recomendado para
espectroscopia) Da mesma forma, a fungéo de resposta de cada diodo do
arranjo € equivalente a apresentada na Figura 11.4. A carga de saturagao de
cada elemento é de 4 pC e a sensibilidade, que pode diferir de 9 a 11 % de
glemento para elemento, € de 2,5 pA pnW-1em-2 [86).

O sensor RL512G possui, na verdade, dois arranjos de diodos de
512 elementos idénticos. Um, sensivel, cuja fotocorrente gerada (que
descarrega o capacitor associado ao diodo) €& proporcional a intensidade de
radiagdo e ao tempo de exposi¢ao (se mantida em nivel desprezivel a corrente
de escuro) e outro, insensivel, mantido no escuro e chamado "dummy"”, cuja
funcdo é eliminar os transientes (ruidos) que ocorrem durante o processo de
leitura dos diodos. Como descrito na se¢éo 1.2, os diodos sdo enderegados
sequencialmente a cada pulso de "clock” e a carga necessaria para recarrega-
los é apresentada na saida de video. Estes puisos de "clock” geram transientes
que também s&o apresentados na saida de video. Entretanto, como para cada
diodo do arranjo existe um diodo "dummy" e como eles sao acessados
simultaneamente, através de uma leitura diferencial dos sinais destes dois
diodos o transiente de chaveamento é eliminado, pois o sinal do "dummy"
contem apenas © ruido. Embora ndo seja descrito no catalogo do fabricante
[86], parece que o arranjo "dummy” contribui tambéem para a redugao dos efeitos

da corrente de escuro [23).
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iIl.1.2.1. Eletronicas Analégica e Digital

QO circuito analégico necessario para extrair o sinal de cada diodo
do arranjo foi fornecido pela ACATEC, sendo mostrado na Figura l11.2. Os sinais
de corrente gerados pelos diodos ativo e "dummy" a cada puiso de "clock” (CLK)
sdo apresentados ao amplificador operacional LHO032CG que os converte,
apos diferenciacdo, em um pulso cuja diferenga de potencial € isenta do ruido
de chaveamento. A diferenga de potencial maxima & amostrada e segura por um
“peak-holder” formado pelos diodo D1 e capacitor C1. Este sinal é amplificado
pelo operacional LF351, cujo ganho foi ajustado de forma que o sinal de video
preencha toda a escala do conversor analégico-digital (2,5 V), quando o maximo
de intensidade luminosa atinge o fotodiodo. O "peak-holder” & descarregado
através de um pulso (RST) aplicado nas chaves CMOS Q1 e Q2, o que prepara
o circuito para a leitura de outro diodo do arranjo.

O circuito original fornecido pela ACATEC néo possui sensibilidade
suficiente para detectar radiagdes de baixa intensidade. Este problema deve ser
devido ao diodo D1, que provoca uma queda de potencial no sinal a ser
amostrado pelo capacitor C1. A aplicagao de 0,2 V, como indicado na Figura
l11.2, foi suficiente para que a correcac necessaria fosse efetuada.

O controle do arranjo de diodos foi feito por um sistema minimo de
computador TSI 1020 (Telematica Sistemas Inteligentes), baseado no
microprocessador Intel 8085 (3,072 MHz). A area de expans&o do TSI 1020
foram anexados um conversor analdgico-digital de 8 bits (ADC ZN448), uma
interface de comunicagdo programavel USART (Universal Synchronous/
Asynchronous Receiver/Transmitter, Cl 8251A) e 4 kbytes de memoéria RAM
estatica (2 Cls 6116).
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Figura 1.2, Circuito eletrénico para extragdo de sinais do arranjo de diodos RL512G
(S, start; CLK, clock; RST, reset e OUT, saida de video}.
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O TSI 1020 possui uma porta de comunicagdo programavel 8155
que foi utilizada para fazer a leitura do ADC e fornecer os pulsos lagicos
necessarios para a extragdo dos sinais do arranjo de diodos. O Cl 8155 possui
duas portas de comunicagao de 8 bits (A e B) e uma de 6 bits (C), que podem
ser programadas para entrada e saida de dados. A porta A foi usada para [eitura
do ADC (entrada), a B para fornecer os pulsos de controle do ADC e do arranjo
de diocdos (saida) e a C para verificagao do final de conversdc do ADC
(entrada).

As memarias RAM (2 Cls 6116) foram utilizadas para armazenar o
programa de controle do PDA (enderecos 3000h a 31FFh) e os espectros
adquiridos (enderegos 3200h a 3FFFh - memoria suficiente para armazenar até
7 espectros).

Um microcomputador padrao IBM-AT 386SX (2 Mbytes de RAM,
25 MHz), foi utilizado para controlar o sistema minimo TSI 1020. A comunicagéao
entre estes dois microcomputadores foi estabelecida atravées de uma interface
serial RS232C, implementada com base no Cl 8251A e com uma velocidade de
transmissao de 9600 bits/s, cujos detalhes sdo apresentados no Apéndice VIII.1
(esta interface foi construida em substituicac a original do sistema minimo TSI

1020 que operava a 110 bits/s).

I1.1.2.2. Extragdo de Sinais do Arranjo de Diodos
RL512G

A extragdo dos sinais do PDA, cujo controle foi efetuado pela porta
de comunicacdo 8155, foi realizada de acordo com o diagrama de tempo do

sensor RL512G mostrado na Figura {11.3. O inicio da varredura ocorre quando
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uma transigdo TTL negativa é aplicada ao pino 2 do sensor RL512G ("start").
Esta transigdo deve ocorrer "simultaneamente” a um pulso de "clock”, aplicado
ao pino 17 do sensor, que ndo é utilizado para leitura do arranjo. A partir deste
ponto, o pulso de "clock" coloca o sinal de video referente a descarga do diodo
para ser convertido em um pulso, cuja diferenga de potencial maxima é
amostrada pelo "peak-holder" do circuito da Figura 111.2, até que a conversao
analdgico-digital seja efetuada. Neste momento, um pulsc negativo € aplicado,
através da 8155, no pino 4 do conversor ADC ZN448 para que se inicie esta
conversdo. Através de um canal da porta C da 8155, o final de conversido do
ADC pode ser verificado e, uma vez ocorrido, o valor € lido através da porta A
da 8155, armazenadoc na memoéria RAM (Cl 6116) do TSI 1020 e um pulso
légico (RST) &, entdo, aplicado as chaves CMOS Q1 e Q2 para descarregar o
"oeak-hoider". Neste instante, um novo pulsc de "clock" € aplicado ac pino 17 do

RL512G e o procedimento se repete até que os 512 diodos sejam amostrados.

S§TART —— ~ -

—> &— min 50 ns

CLOCK ~F

mn200ns — €&— — &— tip. 500 ns

VIDEO

Figura lll.3. Diagrama de tempo para extracdo de sinais do arranjo de diodos
RL512G.

Embora a verificagdo do final de conversao do ADC seja o usual

no procedimento descrito acima, esta etapa nao foi realizada. O tempo
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necessario para que esta verificacio fosse feita seria muito maior que o gasto
pelo ADC para realizar a conversao analdgico-digital, o que limitaria o tempo de
integrag&o dos diodos a valores relativamente altos. Desta forma, como sera
descrito a seguir, o tempo entre o final de conversao do ADC e a leitura do dado
para armazenamento na memoria foi controlado por software, o que possibilitou

um menor tempo de integracio para os diodos.

l.1.3. Programa Computacional do Espectrofotéme-
tro

O programa de controle do espectrofotdmetro foi dividido em trés
partes. A primeira, escrita em finguagem Assembler 8085, foi gravada na
memoria EPROM do sistema minimo, apés a area reservada ao seu programa
monitor, isto e, a partir do enderego 0800h. Este pequeno conjunto de
instrugées, mostrado no Apéndice VIII.2, tem a funcdo Unica de carregar outros
programas na memdéria RAM do TSI 1020, enviados pelo computador externo.

A segunda parte, também escrita em linguagem Assembler 8085,
consiste no programa de controle do espectrofotémetro. Foi desenvolvido no
microcomputador externo, onde pode ser faciimente editado e arquivado, sendo
enviado ao sistema minimo no inicio de cada operagdo e gravado na sua
memoria RAM (enderegos 3000h a 31FFh). Este programa faz todo o controle
do arranjo de diodos, gerando os pulsos necessarios para a extragao de sinais,
controlando o tempo de integragéo, adquirindo e armazenando os espectros
requeridos. Na verdade, foram desenvolvidos dois programas, mostrados no
Apendice VII1.3, com procedimentos de varredura diferentes, que o usudrio pode

selecionar no inicio de cada operacéo.
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A terceira parte do programa, escrita em QuickBasic 4.5 e
mostrada no Apéndice VIIl.4, implementa a comunicagdo entre os dois micros,
permitindo que o microcomputador externo comande totalmente o sistema
minimo. Através de cédigos de controle, enviados em caracteres ASCII, o
microcomputador pode tanto requisitar que um espectro seja obtido,
armazenado e posteriormente enviado como alterar os parametros de controle
do espectrofotdmetro tais como numero de varreduras para se obter um
espectro como média, niimero total de espectros, tempo de integracdo e
intervalos de tempo entre espectros e para inicio de obtencado dos dados. Estes
pardmetros podem ser determinados pelo usuario, cuja comunicagéo com o
microcomputador & feita através de menus mostrados no monitor. Os espectros
obtidos sdo sempre transferidos para e arquivados no microcomputador
principal na forma de 512 intensidades expressas como numeros binarios entre
0 e 255. Inicialmente, o programa sempre requisita que seja obtido um espectro
de referéncia, possibilitando que os dados processados possam ser mostrados
no monitor e enviados para uma impressora na forma de espectros de
absorbancia, transmitdncia ou intensidade. O programa permite também que

seja feita a calibragdo do espectrofotdmetro, como sera descrito posteriormente.

11.1.3.1. Procedimentos de Varredura

O processo de obtengdo de sinais do arranjo de diodos consiste na
leitura sequencial de todos os seus elementos, implementada atraves de pulsos
de "clock" gerados pelo sistema minimo a uma determinada frequéncia. Neste
sentido, foram desenvoividos dois procedimentos de varredura que originaram

os dois programas escritos em Assembler, listados no Apéndice VIII.3.
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O procedimento 1 foi desenvolvido mantendo-se o tempo de
integracdo constante para todos os diodos, isto €, o tempo de varredura do
arranjo igual ao tempo de integracdo de cada diodo. Esta é a maneira usual de
extracdo de sinais do arranjo de diodos, sendo obtida através de pulsos de
"clock” de frequéncia constante, como mostrado na Figura lll.4. Para que este
procedimento seja implementado €& necessarioc que uma varredura inicial,
chamada de faisa, seja feita para que todos os diodos sejam reinicializados
("reset"), eliminando eventuais saturagées devido a corrente de escuro ou ao
longo periodo de exposicao a radiagéo luminosa. Esta varredura falsa e idéntica
a todas as outras subsequentes para que o tempo de integragado seja mantido
constante. Desta forma, os primeiros 512 bytes armazenados na memdria RAM
do sisterna minimo (enderegos 3200h a 33FFh) correspondem a esta varredura
falsa, ndo sendo, portanto, enviados ao microcomputador externo.
Consequentemente o espectrofotémetro pode armazenar, neste procedimento,
até seis varreduras obtidas sequencialmente, que sdo utilizadas para se obter
um espectro como média. O tempo de varredura € ajustado peio valor inicial de
um contador que € decrementado até zero antes da leitura de cada diodo (isto
significa durante a conversao do ADC, como descrito anteriormente). O valor
inicial minimo do contador, determinado em fungio do tempo de conversao do
ADC, é de 03h enquanto que o maximo é de FFh (255). Desta forma, o tempo
de varredura do arranjo pode variar de 44 até 628 ms, em incrementos de
aproximadamente 2,3 ms. Naturalmente, o tempo minimo de varredura é
determinado também pela velocidade de processamento da CPU 8085, que
gera 0s sinais para o controle do arranjo, conforme mostrado na Figura 111.3.

QO procedimento 2 foi desenvolvido para compensar as diferencas
de sensibilidade dos dicdos em relagdo ao comprimento de onda e, neste caso,

cada diodo tem um tempo de integracdo que, com exceg¢do do Ultimo diodo, nao



construcdo de um espectrofotdmetro muiticanal 34

coincide com o tempo de varredura. Este procedimento & executado em trés
etapas: na primeira, onde nenhuma leitura é feita, todo o arranjo é varrido na
maior frequéncia de "clock” permitida pela CPU 8085, de forma a reinicializar
("‘reset") todos os diodos. Na segunda etapa todos os diodos sao integrados
igualmente por um periodo de tempo pré-determinado (12,7 a 535,1 ms). Na
terceira etapa, cujo diagrama de pulsos de "clock" € mostrado na Figura 111.4, &
feita a varredura do arranjo, onde os primeiros 256 diodos sao lidos na mesma
frequéncia e os Ultimos s&o lidos em uma frequéncia que aumenta
regularmente, resultando em um tempo de integragao crescente do primeiro ao
dltimo diodo. Esta frequéncia de leitura € determinada da mesma maneira que
no procedimento 1, isto &, através de um contador que € decrementado até zero
antes da leitura do ADC. Neste caso, apesar do contador assumir os mesmos
valores (03h a FFh), os tempos de varredura variam de 294 a 1314 ms. O tempo
de varredura total é dado pela soma dos tempos de integragdo inicial e
varredura do arranjo. Neste procedimento o espectrofotdmetro pode armazenar
até 7 varreduras, que sado enviadas ao microcomputador externo para a
obtengdo de um espectro como média. Embora qualquer contagem de tempo
seja feita através de um contador que ¢ decrementado até zero, o usuario
alimenta o programa com o tempo em ms, que € convertido em um valor

hexadecimal pele microcomputador, antes de ser enviado ao sistema minimo.

‘ , | ‘ ‘ ‘ ‘ ’ ‘ | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘ | proced. 1
1 2 3 4 5 508 510 512
Jul Juu U U U

255 256 257 258 511 512

Figura lll.4. Diagramas de pulsos de clock para varredura do arranjo de diodos.
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l1.1.3.2. Processamento dos Dados

Os dados espectrais adquiridos pelo espectrofotdmetro foram
submetidos a alguns tipos de tratamentos, com a finalidade de se ofimizar a
relacdo sinal/ruido. Como descrito anteriormente, um espectro pode ser obtido
como média de algumas varreduras {2 a 5) e, neste caso, o espectro resultante
foi ainda submetido a outro tratamento. Dois tipos de filtros digitais foram
avaliados neste trabalho, sendo empregadas as medias mobveis dos sinais
obtidos sem peso [87] e com peso {12]. Foram feitas médias de 3 ou 5 diodos,

sendo que no caso de 3 diodos, foram utilizadas as seguintes equagdes:

A(n—1)+A(n) +A(n +1)
3

A(n-1) = ,paran = 2 a 511 (sem peso)

A(n—1)+2A(n) +A(n+1)
4

An-1 = , paran = 2 a 511 (com peso)

As médias de 5 diodos foram efetuadas de maneira analoga,
sendo usada, no caso da média com peso, a ponderacgao de 1:2:3:2:1.

O calculo da absorbancia do diodo n foi realizado através da
seguinte equacgao:

[lo(n) - D(n) +K]
[I(n)-D(n)+K] '’

A(n) = log

onde Ig(n) é a intensidade do sinal de referéncia (por exemplo, a solugéo do
branco), I(n) &€ a intensidade do sinal da solugac da amostra, D(n) € o sinal
devido a corrente de escuro e K &€ uma constante que corrige as intensidades
dos sinais para 0 tempo de integragdo igual a zero. Esta constante foi

determinada experimentalmente, efetuando-se, com o procedimento 1, vérias
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varreduras do arranjo de diodos exposto a luz dispersa, com diferentes tempos
de integracdo (44 a 628 ms). O grafico da intensidade do sinal obtido versus
tempo de integragao, para qualquer diodo, possui uma regido linear, cuja
extrapolagdo para tempo de integrag@o igual a zero intercepta o eixo de
intensidades em um unico valor negativo, como mostrado na Figura ll.5. O valor

meédio absoluto da intersecéo foi definido como a constante K.
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Figura lll.5. Respostas dos diodos do arranjo em fungéo do tempo de integragéo: a -
j, diodos 1, 105, 153, 201, 257, 305, 353, 401, 457 e 505,
respectivamente.

11.1.3.3. Calibragao do Espectrofotometro

A calibragdo do espectrofotometro foi realizada utilizando-se uma
lampada de vapor de mercurio, muito embora possa ser usado um padréo que

possua bandas de absorgao bastante agudas [88]. A lampada de mercurio tem
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a vantagem de possuir duas raias de emiss&o muito préximas na regiao amarela
do espectro visivel (5677,0 e 579,1 nm), que auxiliam no ajuste de fococ do
espectrofotémetro. A Figura IIl.6 mostra um espectro desta lAmpada utilizado na
calibragdo, cujo procedimento consiste em mover um cursor grafico sobre o
espectro e selecionar as raias de emissao conhecidas, relacionando-as com os
respectivos diodos do arranjo. Apds a selegdo dos pares diodo/comprimento de
onda (pelo menos dois s&0 necessarios para que a calibragao seja efetuada), o
programa computacional (Apéndice VIIl.4) converte automaticamente o numero
do diodo (1 a 512) no comprimento de onda da radiag@o que nele esta incidindo,
fornecendo a faixa de comprimento de onda que o arranjo esta cobrindo e o
coeficiente de correlagao da reta de calibragdo para que o usuario verifique a
sua validade. Qs parédmetros de calibragcdo do espectrofotdmetro sao
armazenados em um arquive que € acessado ao se inicializar o sistema e que é

atualizado sempre que uma nova calibracgéo for efetuada.
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Figura Ill.6. Espectro de uma ldmpada de mercurio para calibragdo do espectrofotd-
metro (valores indicam os comprimentos de onda de emissac, em nm).
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ll.2. Soluc¢des para Avaliacao do Espectrofotometro

As solugdes de permanganato de potassio foram preparadas na
faixa de 5,0 x 10-9 a 8,0 x 104 mol L1, a partir de uma solugao estoque 1,0 x
102 mol L-1. As diluigdes necessarias da solugdo estoque, recém-filtrada com
algodao de fibra de vidro, eram realizadas momentos antes das medidas serem
efetuadas. Uma solugao de cioreto de neodinio 5,0 x 10-2 mol -1 foi preparada
a partir do carbonato do metal e acido cloridrico concentrado. Uma solugao de
dicromato de potassio 1,0 x 10-3 mol L-1 foi preparada em acido sulfdrico 1,0 x

10-1 mol L-1.

11.3. Resultados e Discussao

111.3.1. Interagido Instrumento-Usuario

O programa de controle do espectrofotdmetro foi desenvolvido de
forma que a interagdo com o usuario ocorresse através de menus mostrados no
monitor de video do computador principal (Apéndice VIllL.4). Uma vez
inicializado, o programa mostra uma mensagem, indicando ac usudrio o
procedimento que deve ser adotado para que a conexao entre o sistema minimo
e o computador externo seja implementada. Em seguida, © usuario deve
escolher 0 programa com o qual deseja adquirir dados, isto €, escolher entre os
procedimentos de varredura com tempo de integragéo constante ou tempo de
integracao variavel. Isto feito, 0 programa é carregado no sistema minimo e os
principais parametros (e seus valores "default") sdo mostrados no video do

microcomputador, além dos parametros da ultima calibracéo (faixa do espectro
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monitorada, disperséao e coeficiente de correlagao). Um menu principal é, entéo,
mostrado ao usuario, que possui as opgbes de calibragdo do instrumento,
obtencao de espectros e apresentagdo de espectros. A calibragdo do
espectrofotdmetro pode ser feita segundo o descrito anteriormente e a opgéo de
apresentar espectros e imprimi-los n&o contem detalhes que meregam ser aqui
discutidos.

O procedimento de obtengao de espectros possibilita ao usuario
determinar uma seérie de parametros, divididos em dois grupos. O primeiro,
constituido por parametros mostrados no inicio do programa, permite que o
espectrofotometro seja empregado em experimentos que necessitam de
monitoramento por um determinado periodo de tempo (cinética, por exemplo).
Desta forma, o usuario pode definir o nimero de espectros a serem obtidos (1a
255) e os intervalos de tempo entre estes espectros (1,0 a 6500 $) e para inicio
da aquisicao de dados (0 a 6500 s). E conveniente salientar que o intervalo
entre a obtencao de cada espectro ndo inclui o tempo para a transferéncia de
dados do sisterna minimo para o microcomputador externo, como sera discutido
a seguir. O segundo grupo € constituido por parametros “internos” do
espectrofotémetro, possibilitando ac usudrio definir o nimero de varreduras para
se obter um espectro como média (1 a 5) e o tempo de varredura. No caso do
procedimento 1 de varredura apenas o tempo de integragio (constante) deve
ser escolhido (44 a 628 ms), enquanto que com o procedimento 2 devem ser
determinados o intervaio de tempo, apés o "reset" do arranjo, para inicio da
varredura (12,7 a 535,1 ms) e o tempo de varredura (294 a 1314 ms). A
aquisicao de dados espectrais s6 pode ser iniciada apds o usudrio ter obtido a
varredura dos sinais de referéncia. O espectro da prova em branco é mostrado
no monitor do microcomputador na forma de intensidades dos sinais medidos,

devendo ser ajustado atraves dos par&metros internos para que seja utilizada
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toda a faixa dinamica do conversor A/D. Isto significa que os tempos de
varredura devem ser escolhidos de modo que as intensidades dos sinais do
espectro da prova em branco sejam bastante proximas de 255 (valor maximo de
conversao do ADC).

Os dados referentes ao(s) espectro(s) obtido(s) sdo armazenados
em arquivos, cujo nome principal € definido pelo usuaric. O programa
automaticamente salva os dados da prova em branco, das intensidades dos
espectros e dos pardmetros (incluindo a calibragéo do espectrofotdmetro) em
arquivos com extensdes blk, pda e prm, respectivamente. Este procedimento foi
adotado pois os arquivos blk e pda foram criados em binario (e nao em ASCID,

para que fossem reduzidos 0s espagos por eles ocupados em disco rigido.

II.3.2. Avaliagdao do Espectrofotometro

QO arranjo 6ptico empregado na construgio do espectrofotdmetro
resultou em uma dispersao linear de 15,36 nm mm-1 (0,384 nm diodo'1),
possibilitando o monitoramento de uma faixa espectral de cerca de 200 nm, com
uma resolucéo em torno de 1 nm [16,24].

O instrumento foi desenvolvido para ser utilizado como detector
em um analisador de fluxo monossegmentado. Portanto, as medidas para a
avaliacdo do desempenho do espectrofotémetro foram efetuadas empregando-
se uma cela de fluxo com caminho éptico de 10 mm e didmetro interno de 2 mm,
Esta cela foi colocada entre dois cabos de fibras épticas de vidro de 500 mm de
comprimento e 3 mm de didmetro; um cabo foi usado para guiar a luz da fonte
hal6égena até a cela e o outro para levar o feixe luminoso da cela até a fenda de

entrada do espectrofotdmetro. Em algumas ocasibes, como no caso da
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calibragao do instrumento com a lAmpada de vapor de mercurio, o feixe foi
direcionado por um tinico cabo de fibra optica da fonte até a fenda de entrada
do espectrofotémetro.

O sistema minimo TSI 1020 pode armazenar, como citado, até 7
varreduras em sua memdéria RAM expandida. Entretanto, se o procedimento 1
de varredura for empregado, apenas 86 varreduras podem ser efetivamente
usadas, uma vez que a primeira & falsa ("reset" dos diodos). Quando estas
varreduras sdo transferidas para o microcomputador externo através da porta
serial RS232C, a média destas varreduras e armazenada em um arquivo
definido pelo usuario. Os tempos necessarios para a transferéncia de uma
varredura (512 bytes) e a obtengao da média de 6 varreduras, armazenando-a
em um arquivo, estdo em torno de 600 e 850 ms, respectivamente. Portanto, os
espectros podem ser obtidos em intervalos de ate 1,5 s, aproximadamente
(convém citar que o tempo gasto na operagdo para a obtengdo da média
aritmética € muito menor que o gasto para salvar os 512 bytes em um arquivo,
isto &, sdo necessarios cerca de 850 ms para a realizagao desta dltima tarefa).
Entretanto, como um espectro obtido na forma de média possui uma melhor
relagao sinalfruido, os espectros apresentados neste trabalho, exceto onde
mencionado, sao médias de 5 varreduras, 0 que eleva o tempo de transferéncia
de dados para 3 s.

A Figura 1l11.7 mostra os espectros de emissdo de uma fonte de luz
halégena obtidos com os procedimentos 1 (Fig. lll.7a) e 2 (Fig. ll.7b}, com
tempos de varredura de 63 e 450 ms, respectivamente (no procedimento 2 ¢
tempo total de 450 ms & devido a integragéo inicial, tj = 20 ms, e a varredura do
arranjo, t, = 430 ms). Ao se observar a Figura lll.7a, cujo espectro foi obtido
com tempo de integragé@o constante, pode ser notado que as intensidades dos

sinais registrados pelos diodos nao sdo idénticas, mas dependente do
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Figura lll.7. Intensidades registradas pelo arranjo de fotodiodos utilizando: (a) o

procedimento 1 {tempo de varredura = 63 ms) e {b) o procedimento 2
{tempo de varredura = 450 ms, t; = 20 e ty; = 430 ms).

comprimento de onda. Este perfil € resultado n&o s6 da sensibilidade do diodo,
que aumenta com o aumento do comprimento de onda na regido visivel do
espectro, como mostrado na Figura lll.8, mas tambeém da fonte utilizada que

emite uma baixa intensidade luminosa na regido azul do espectro. Além disto,
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os cabos de fibras épticas empregados certamente atenuam a radiagdo emitida

a comprimentos de onda menores que 500 nm.
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Figura illl.8. Resposta espectral relativa do arranjo de diodes em fungdo do
comprimento de onda [86].

Estes sinais pouco intensos na regidao de 400 a 500 nm trazem
alguns problemas tais como baixa relacao sinal/ruido e distorgao do espectro de
absorgao. Para corrigir estes problemas provenientes da sensibilidade do
arranjo de diodos nesta regiéo, foi desenvolvido o procedimento 2 de varredura,
no qual o tempo de integragéo é varidavel, aumentando do primeiro para o Ultimo
diodo. Neste caso, necessariamente, os primeiros diodos do arranjo devem
monitorar a regido vermelha, enquanto que os ultimos a regiao azul do espectro
visivel (deve ser notado que os espectros sao mostrados na ordem inversa da
aquisicdo dos dados). Desta forma, foi obtido o espectro mostrado na Figura

1.L7b, que é mais apropriado para calculos de absorbancia ou transmitancia,



construgdo de um espectrofotdmetro multicanal 44

uma vez que as faixas dinamicas do sensor e do conversor A/D foram
otimizadas para toda a faixa espectral monitorada.

Os procedimentos de integragdo com tempo variavel encontrados
na literatura empregam basicamente o modelo desenvolvido por Talmi e
Simpson [24]. Neste modelo, uma série de varreduras com diferentes tempos de
integragao sao adquiridas e o espectro final ¢ obtido a partir da jungdo das
partes destas varreduras com maxima intensidade e sem saturagio. Apesar de
relativamente demorado, este procedimento tem sido empregado em
espectroscopia de emisséo atdmica, onde Wirz e colaboradores [89] obtiveram
um espectro completo (aquisicdo de dados e calculos) em aproximadamente
60 s e Lepia e Horlick [90] em intervalos entre 15 e 30 s. Por outro lado, o
procedimento descrito nesta tese permite a otimizacao da faixa dindmica em
apenas uma varredura, em intervalos de tempo de 3067 a 1849,1 ms.
Obviamente, o procedimento de integra¢ao variavel foi desenvolvido de acordo
com a resposta apresentada pelo detector na regido monitorada (Figura til.7a),
ndo sendo, portanto, de aplicagdo irrestrita. Por exemplo, se o arranjo de diodos
for empregado para monitorar a regido de 700 a 800 nm, outro procedimento de
varredura devera ser desenvolvido pois a resposta do detector € praticamente
inversa & apresentada na regido de 400 a 600 nm, como estd mostrado na
Figura |11.8.

A Figura 119 mostra o ruido da linha base quando sao
empregados os procedimentos de varredura 1 (Fig. [[1.9a) e 2 (Fig. lil.9b), cujos
espectros foram obtidos nas mesmas condigbes que os mostrados na Figura
I1.7. Como pode ser notado, a Figura |l{.9a mostra um espectro com um ruido
bastante alto na regido de 400 a 500 nm, que € devido a baixa intensidade do
sinal obtido nesta regido com o procedimento 1. Entretanto, através da variagéo

do tempo de integracdo dos diodos, quando o procedimento 2 € empregado, a
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relagdo sinal/ruido & melhorada e o ruido mantido praticamente constante e

minimizado ac longo de toda a regifio monitorada do espectro, como ilustrado

na Figura II1.9b.
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Figura l1.9. Ruido da linha base utilizando: (a) o procedimento 1 (tempo de varredura
= 63 ms) e (b} o procedimento 2 (tempo de varredura = 450 ms, t; = 20
ms e t,, = 430 ms),
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Além de melhorar a faixa dindmica e, portanto, a relacao
sinal/ruido, o tempo de integragdo variavel elimina eventuais distor¢des nos
espectros. A Figura IlIl.10 apresenta os espectros de uma solugéo de dicromato
de potassio 1,0 x 10-3 mol L-1, em 4cido sulfurico 1,0 x 10-1 mol L-1, obtidos
com os procedimentos de varredura 1 (Fig. lll.10a) e 2 (Fig. Ill.10b). O espectro
mostrado na Figura lii.10b é o que concorda com a literatura e o da Figura
l1.10a, distorcido, resulta dos sinais extremamente baixos obtidos na regido de
400 a 500 nm, quando o procedimento 1 &€ empregado.

A relagao sinal/ruido também pode ser melhorada submetendo os
dados espectrais a um tratamento com filtros digitais. A Tabela I1l.1 relaciona os
desvios padrao da linha base dos espectros mostrados na Figura 111.7, obtidos
com os dados originais e apos a aplicagéo de filtros digitais com médias moveis
de 3 e 5 diodos. Como pode ser verificado, a aplicagao de filtros digitais melhora
a relagdo sinal/ruido dos dados obtidos, ndo existindo, com relagdo a este

parametro, diferencas significativas entre as médias sem e com peso.

Tabela lll.1. Desvios padrac de medidas de absorbancia da linha base com a
aplica¢do de filtros digitais de médias moveis.

proced. dados meédia de 3 diodos meédia de 5 diodos

varredura  originais sem peso com peso sein peso  com peso
1 0,0040 0,0024 0,0026 0,0021 0,0022
2 0,0018 0,0013 0,0014 0,0011 0,0012
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A Figura I.11 mostra os espectros de uma solucéo de cloreto de
neodinio 5,0 x 10-2 mol L-1 obtidos originalmente com o procedimento 2 de
varredura (Fig. lll.11a) e apés a aplicagao de filtros digitais com médias moveis
de 3 (Fig. Ill.11b) e 5 (Fig. ll.11¢) diodos. Pela observagao destes espectros
pode ser notado que o ruido é diminuido quando sdo aplicados filtros digitais,
sendo que o melhor resultado é obtido com a média de 5 diedos. Mais uma vez,
naoc pode ser notada uma diferenga significativa no aumento da relagao
sinal/ruido entre os resultados obtidos com médias sem e com peso.

Muito embora a relagdo sinalruido seja melhorada com a
aplicagao de filtros digitais, a resolugdo do espectro obtido é diminuida. Esta
diminui¢do n&o esta claramente evidenciada nos espectros mostrados na Figura
.11, pois estes espectros de absorgdo apresentam bandas bastante largas.
Entretanto, a diminuicéo na resolugéo pode ser facilmente verificada quando os
espectros de emissdo de uma lampada de vapor de mercurio sdo submetidos ao
tratamento com filtros digitais, como & mostrado na Figura IIl.12. A Figura lll.12a
mostra o espectro de emissdo empregado na calibragéo do espectrofotémetro
(Fig. l.6) e as Figuras 111.12b e lll.12c mostram este espectro ap6s o tratamento
com medias méveis de 3 e 5 diodos, respectivamente. Como pode ser notado, o
tratamento com media de diodos sem peso compromete a resolugdo de forma
mais significativa que a média com peso e, em ambos os casos, as intensidades
dos sinais obtidos diminuem com o tratamento.

Portanto, conforme exposto acima, existe uma interdependéncia
entre resolugao e relagao sinal/ruido, que deve ser ponderada pelo usuario em
funcao do resultado final desejado. No caso de espectros de absorgso, cujas
bandas s&o largas, a perda de informagdo & relativamente pequena com a
aplicagao de filtros digitais, ao contrario do que ocorre no caso de espectros de

emissao.
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Em vista dos resultados obtidos com a utilizagao de filtros digitais,
foram analisados os efeitos de dois procedimentos de aquisicao e tratamento de
dados. No primeiro foi obtido um espectro a partir de uma unica varredura e,
posteriormente, aplicado um filtro digital de média mével sem peso de 5 diodos.
No segundo, 5 varreduras consecutivas foram efetuadas e armazenadas na
meméria RAM do TSI 1020 e o espectro foi obtido a partir da média dessas 5
varreduras. A Figura lll.13 mostra os efeitos desses procedimentos nos
espectros de absorgdo de uma solugdo de permanganato de potassio 1,0 x 104
mol L-1, obtidos nas mesmas condigbes (integragdo variavel e tempo total de
varredura de 450 ms). Com o primeiro procedimento, um espectro & obtido em
aproximadamente 2 s (aquisigdo, transferéncia e armazenamento dos dados na
memoria do computador principal}, enquanto que com o segundo esta mesma
tarefa é feita em cerca de 6 s. N&o esta sendo computado aqui o tempo
necessario para o tratamento dos dados com filtros digitais, que pode ser
efetuado posteriormente a aquisicdo de todos os espectros. Portanto, se em
uma determinada analise o fator limitante for a velocidade de aquisicdo de
dados e nao a resolugdo dos espectros obtidos, o primeiro procedimento pode
ser empregado com vantagens.

A precisdo e o "drift" do instrumento foram determinados com a
mesma solugdo de permanganato de potéssio 1,0 x 104 mol L-1 utilizada
acima, sendo efetuadas medidas em 525 nm (média sem peso de 5 diodos), a
partir dos espectros obtidos como média de 5 varreduras. Inicialmente foram
obtidos 18 espectros em intervalos de 1 s (intervalo entre o altimo dado
transferido e o inicio da varredura subsequente), cuja absorbancia média foi de
0,2028 + 0,0013. Quando 18 espectros foram obtidos em intervalos de 10 min, a
media resultante foi de 0,2002 + 0,0021, indicando que o espectrofotdmetro nao

possui "drift" significativo, no intervalo de 3 horas no qual foi avaliado.
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Figura lll.13. Espectros de absorgdo de uma solugdo de permanganato de potassio:
(a) adquirido em uma varredura e submetido a média mével sem peso de
5 diodos e (b} obtido como média de 5 varreduras.

A linearidade do espectrofotometro foi avaliada com solugées de
permanganato de potassio, na faixa de 5,0 x 10-2 a 8,0 x 10-4 moi L-1. A Figura

itl.14 mostra as curvas de calibracio obtidas com os procedimentos 1 e 2 de
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varreduras, sem a inclusdo da constante K nos calculos de absorbancia. As
curvas néo sao lineares, apresentando um formato levemente sigmoeidal, que é
devido, provavelimente, aos problemas associados com a eletrénica empregada

na extracao dos sinais dos diodos, como discutido anteriormente.
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Figura ll1.14. Curvas de calibragé@o para padrées de permanganato de potassio obtidas
com os procedimentos de varredura 1 € 2, sem a inclusao da constante
K nos calculos de absorbancia.

A Figura [lIl.15 mostra, aléem destas mesmas curvas de calibragao,
onde as absorbancias foram calculadas com a inclusdo da constante K,
conforme discutido no item 111.1.3.2, a curva obtida com o espectrofotdmetro

multicanal HP 8452A. Na calibragéo efetuada, foi obtido um valor de 25,39 para
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esta constante K. Desta forma, supondo a corrente de escuro desprezivel, o
valor maximo de absorbancia fica limitado a cerca de 1,00, pois a intensidade
obtida quando toda a luz é absorvida & igual ao valor da constante (A = log
[((255+25)/25), onde 255 & o maior valor de intensidade obtido com um

conversor A/D de 8 bits).
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Figura Ill.15. Curvas de calibragio para padrbes de permanganato de potassio obtidas
com os procedimentos 1 € 2, incluindo a constante K nos calculos de
absarbancia, e com o espectrofotometro HP8452A.

Quando foi utilizado o procedimento de varredura 1, foi obtida uma
calibragdo linear ate 2,5 x 104 mol L-1 (r = 0,99988), enquanto que com o
procedimento 2 a faixa foi estendida até 3,5 x 104 mol L-1 (r = 0,99994) e com

o espectrofotdmetro HP 8452A a resposta foi linear até 7.5 x 104 mol L
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(r = 0,99990). A comparacgao dos resultados obtidos com os procedimentos 1 e
2 de varredura mostra cléramente que a utilizagdo do tempo de integragéo
variavel melhora as caracteristicas do instrumento, pois este otimiza tanto a
faixa dindmica do conversor A/D como a do arranjo de diodos. Entretanto, o
desempenho do espectrofotdmetro construido é inferior ao do comercial, uma
vez que foi empregado um detector de baixo custo, recomendado para uso em

aparelhos de fac-simile € ndo como detector em espectroscopia.

ll.4. Conclusdes e Perspectivas

O espectrofotdmetro  multicanal desenvolvido possui  um
desempenho coerente com o dispositivo de detecgdo empregado. Embora sua
faixa dindmica linear seja limitada tanto pela qualidade do arranjo de diodos
como pelo conversor A/D empregado, sendo relativamente estreita, o
instrumento tal como foi implementado e relativamente versatil, podendo ser
aplicado em varias areas, tais como analise por injegdo em fluxo, analise em
fluxo monossegmentado, cromatografia liquida de alta eficiencia, determinagdes
cinéticas e simultaneas, entre outras. Para que o espectrofotbmetro possa ser
empregado na realizagdo de uma tarefa especifica € necessario apenas que o
programa de controle, aquisi¢gdo e tratamento de dados seja complementado
com as instrugbes particulares de cada aplicacao, podendo ser ampliado ou até
mesmo simplificado. Uma das principais vantagens do espectrofotémetro esta
no procedimento de varredura com integragdo variavel, que permite a
otimizagao das faixas dindmicas do conversor A/D e do detector em apenas
uma Unica varredura. Embora esta otimizagao tenha sido conseguida em um

intervalo de tempo (450 ms) que pode ser relativamente grande para
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determinadas aplicagées, 0 uso de um sensor proprio para espectroscopia e/ou
uma fonte de luz de maior poténcia certamente contribuira para a diminuigéo do
tempo de varredura do arranjo de diodos.

A construgdo deste espectrofotdmetro de arranjo de diodos
naturalmente gerou conhecimentos basicos em espectroscopia multicanal e tem
possibilitado o desenvolvimento de novos projetos relacionados a esta area.
Como exemplo mais significativo pode ser citado a modernizagdo de um
Espectrografo de Rede Plana [91], onde o sistema de detecgéo fotografico foi
substituide por um arranjo de fotodiodos (de qualidade espectroscopica).

Em um contexto mais amplo, a espectrofotometria muiticanal esta
se tornando quase que uma necessidade dentro da Quimica Analitica, em
fungdo da quantidade (e qualidade) de informagbes que pode fornecer a
respeito de um sistema, ampliando-as para um espago tridimensional. Neste
aspecto, os arranjos lineares de fotodiodos sdo apenas o inicio de um novo
conceito dentro da espectrofotometria. Se hoje os instrumentos multicanais,
baseados em arranjos lineares de fotodiodos, s&0 bastante difundidos e
comercializados a pregos relativamente acessiveis € porque a tecnologia nesta
area esta sedimentada o suficiente para atender as necessidades do mercado.
Entretanto, paralelamente, outros tipos de detectores tém sido empregados com
relativa frequéncia, trazendo uma dimensdo ainda maior para a
espectrofotometria multicanal. Estes detectores sdo os chamados dispositivos
de transferéncia de carga (CTD - Charge Transfer Device), que incluem os
dispositivos acoplados por carga (CCD - Charge Coupled Device) e os
dipositivos de injeg¢do de carga (CID - Charge Injection Device). Embora nao
caiba aqui uma descrigao detathada de cada um destes detectores, vale a pena
salientar que estes dispositivos podem apresentar, por exemplo, uma eficiencia

quantica da ordem de 80 %, um ruido de leitura menor que 5 elétrons e uma
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cotrente de escuro de 1 elétron/hora, podendo ser encontrados em formatos
bidimensionais de 4096 por 4096 elementos [92]. Isto significa que o
desempenho de um CTD (CCD ou CID) supera tanto o desempenho de um
arranjo de diodos como o de uma fotomultiplicadora. Os detectores CTDs tém
sido utilizados com certa frequéncia nas mais variadas areas da
espectrosocopia, incluindo as espectrofotometrias atdmica e molecular. O
estado da arte que hoje se encontra o desenvolvimento e a aplicagao destes
detectores indica que, provaveimente, os dispositivos de transferéncia de carga
ocupario um espaco relativamente importante na area da Quimica Analitica em
um futuro ndo muito distante. Portanto, talvez seja este um dos préximos

desafios que devera ser enfrentado apos a realizagdo deste trabaiho.



IV. ANALISE EM FLUXO MONOSSEGMENTADO

V.1. Analises em Fluxo

Os sistemas de analises em fluxo tém sido largamente utilizados
em Quimica Analitica, pois permitem que sejam obtidos resultados em um curto
espaco de tempo, com graus de precisdo e exatiddao bastante altos. A
disseminagao destes sistemas ocorreu como consequéncia natural da crescente
demanda de analises, principalmente nas areas da quimica ambiental e clinica.

O primeiro sistema de analise em fluxo que causou grande
impacto, principalmente na area de analises clinicas, foi desenvolvido por
Skeggs, em 1957 [93]. Neste sistema, a amostra e aspirada, segmentada por ar
e misturada com reagentes enquanto € continuamente bombeada atraves de
tubos até atingir o detector. A época, o conceito de analise era baseado no
principio de que as medidas deveriam ser efetuadas tanto em equilibrio fisico
(homogeneizagao entre amostra e reagentes) como em equilibrio quimico (com
excegao aos métodos cinéticos). Desta forma, a segmentagdo da amostra por
bothas de ar no analisador de fluxo continuo possibilita que estes estados de
equilibrio sejam  atingidos, evitando uma grande dispersdo e,
consequentemente, uma intercontaminacdo das amostras. Possibilita, ainda,
que a amostra resida no analisador por longos periodos de tempo, podendo,
portanto, ser utilizadas reagdes cineticamente lentas. A multissegmentagéo da
amostra € necessaria para garantir a medida em estado estacionario pois existe
uma etapa de retirada das bolhas de ar antes que a zona da amostra atinja o

detector. A Analise em Fluxo Continuo (CFA) trouxe uma nova dimens3o para a
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Quimica Analitica, possiblitando a execugdo de determinactes rapidas, precisas
e exatas, sendo efetivamente consolidada através dos “"Autoanalyzers" da
Technicon,

Durante muito tempo acreditou-se nesta necessidade de
segmentagido da amostra por bolhas de ar para que uma determinagdo em um
sistema de fluxo continuo fosse efetuada. Fundamentalmente, como comentado
anteriormente, o papel das bolhas era permitir que fosse feita uma medida em
estado estacionario, sem intercontaminagdo das amostras. Entretanto, em 1975,
Ruzicka e Hansen [2], mostraram que essas determinagbes poderiam ser feitas
em fluxo nao segmentado, em estado ndo-estacionario e sem
intercontaminagéo. Este novo conceito, denominado Analise por injegdc em
Fluxo (FIA), consiste na injegdo da amostra em um fluido transportador nao-
segmentado (reativo ou nao), ao qual se mistura através de dispersao, enguanto
& continuamente bombeada para o detector. A eliminagado das bolhas de ar
possibilita o desenvolvimento de sistemas mais simples que os de fluxo continuc
segmentado, com uma maior frequéncia de amostragem. Entretanto, esta néo-
segmentacao do fluido transportador acarreta uma maior dispersdo da amostra
que, embora controlada, limita a aplicagao do sistema quase que
exclusivamente as reagdes rdpidas, com alguma perda de sensibilidade.

Em 1985, Pasquini ¢ Oliveira [94] desenvolveram um sistema
aliando as vantagens da Anadlise por Injegdo em Fluxo (simplicidade,
reprodutibilidade, versatilidade e alta frequéncia de amostragem), com as da
Analise em Fluxo Continuo (baixa dispersdo da amostra e aplicagao a metodos
baseados em reagdes lentas). Na Andlise em Fluxo Continuo
Monossegmentada, como foi chamada pelos autores, a amostra, ap0s ser
misturada previamente com os reagentes, é injetada, entre duas boihas de ar,

em um fluido transportador inerte. Da mesma forma que na CFA, as bolhas de
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ar sio retiradas, através de um desborbulhador, antes da amostra atingir o
detector. Entretanto, as medidas n&o precisam ser feitas em estado
estacionario, além do que ocorre uma pequena dispersdo apos a retirada das
bolhas, como nos sistemas FIA, até que a amostra seja detectada. Portanto, a
Analise em Fluxoc Continuo Monossegmentada consiste em um sistema hibrido
entre as andlises em fluxo continuo e por injegao em fluxo. Convém, ainda,
lembrar que, diferentemente do proposto pelos autores, a |UPAC [95]
recomenda o uso de Analise em Fluxo Monossegmentade (MSFA), para
denominar esta técnica, conforme classificagdo recentemente proposta’.

A Figura 1V.1 mostra um diagrama esquematico da estrutura da
amostra nos trés sistemas descritos, onde a amostra € multissegmentada (néo
necessariamente como indicado na Figura) na CFA, & dispersa no fluido
transportador no sistema FIA e monossegmentada na MSFA.

Alguns detalhes dos trés sistemas devem ser salientados com
clareza para que sejam evidenciadas as suas principais caracteristicas. Na
analise em fluxo continuo a amostra € aspirada para o analisador, ao contrario
do que ocorre em MSFA e FIA, onde é injetada. Este fato, além de consumir
uma quantidade menor de amostra, torna estes ultimos sistemas mais simples,
pois 0 volume de amostra é determinado pela alga de amostragem de um injetor
proporcional [96] ou de uma vavula rotatéria semelhante as usadas em HPLC,

enquanto que na CFA este volume é determinado pelo tempo de aspiragao ou

" A IUPAC classifica os sistemas de andlise em fluxo, primeiramente, pela forma de amostragem:
continua ou intermitente. Os sistemas que empragam amostragem intermitente por aspiragdo e
fluxo segmentado sdo classificados em Continuous Flow Analysis (CFA). Os sistemas que
empregam amostragem intermitente por injecao em fluxo nao-segmentadoc podem ser
classificados em Flow Injection Analysis (FIA} ou Liquid Chromatography (LC); se a amostragem
for intermitente por injegdo em fluxo monossegmentado, o sistema € classificado em Mono
Segmented Flow Analysis (MSFA). Mais detalhes sobre esta classificagdo e os termos
recomendados s&o encontrados na referéncia [95].
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por sensores eletronicos {97}, o que implica um maior grau de mecanizagao e/ou

automagao.

CFA

FIA

MSFA

ar amostra

Figura IV.1. Estrutura da amostra nos sistemas de analise em fluxo continuo (CFA),
analise por inje¢ao em fluxo (FIA) e analise em fluxo monossegmentado
{(MSFA).

Com relagdo & adicdo de reagentes, no sistema MSFA é
geralmente efetuada a mistura prévia destes com a amostra, atraves de
bombeamento diferencial [94]. Neste sistema, portanto, os reagentes estao
contidos apenas no monossegmento, ao contrario do que ocorre na CFA e
frequentemente nos sistemas FIA, onde s&oc misturados a amostra por
confluéncia, sendo continuémente bormbeados para o analisador. Desta forma, o
sistema monossegmentado possibilita um menor consumo de reagentes.
Entretanto, tal como foi desenvolvida, a MSFA nédo possibilita determinagtes
nas quais hajam a necessidade de reag¢des sequenciais, como por exemplo na
determinacao espectrofotométrica de uréia, uma vez que a adigac de outros

reagentes por confluéncia descaracteriza 0 monossegmento.
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A segmentagdo por bolhas de ar diferencia os sistemas CFA e
MSFA do sistema FIA no tocante a dispersdo e, como consequéncia, o
processamento das amostras é também diferente. Na analise por injegdo em
fluxo, a amostra normaimente sofre uma dispersdo maior gque nos outros
sistemas e, para que seja evitada uma intercontaminagdo entre as amostras,
estas s30, em geral, processadas individualmente, isto &, apds uma
determinada injegdo, a seguinte ocorrera apenas depois que o sinal do detector
retornar & linha base. Nos sistemas segmentados, ao contrario, varias amostras
podem ser processadas simultaneamente”, pois, devido as bolhas de ar, a
dispersdo & pequena e a intercontaminag¢édo das amostras minimizada.

Certamente, a questdo central dos sistemas de analise em fluxo
esta diretamente relacionada com ¢ fendmeno de dispers&o da amostra. Em
termos conceituais, houve uma significativa evolugdo da analise em fluxo
continuo para a analise por injecdo em fluxo, assinalada pelo fato de ser
possivel realizar uma determinagdo em um estado né&c-estacionario. Neste
aspecto, a dispersao controlada e reprodutivel obtida nos sistemas FIA
alavancou este novo conceito. Entretanto, inerente a dispersao, os sistemas FIA
carregam uma interdependéncia entre sensibilidade, tempo de residéncia e
frequéncia de amostragem [94], possibilitando a otimizagdo de dois destes
parametros em detrimento do terceiro. O ganho de sensibilidade pode ser obtido
pelo aumento do tempo de residéncia da amostra no reator desde que a
dispersdo ndo seja também significativamente aumentada. Isto pode ser feito
através da parada de fluxo [98] ou trapeamento da amostra [99], que
comprometern a frequéncia de amostragem, tornando critica, em alguns casos,

a aplicagdo de FIA em determinagbes baseadas em reacbes cineticamente

" o processamento simultdneo em um sistema segmentado significa que vérias amostras podem
estar ao mesmo tempo no reator, muito embora as medidas sejam realizadas seguencialmente.
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lentas. Da mesma forma, na analise em fluxo continuo a sensibilidade é
aumentada em uma propor¢do direta ao tempo de residéncia da amostra no
analisador. Embora a dependéncia entre sensibilidade e frequéncia de
amostragem nao exista na CFA, esta ultima € limitada pelo prépric conceito de
se efetuar as medidas em estado estacionario, 0 que exige uma dgrande
quantidade de amostra para que, apds o processo de desborbulhamento, ela
nao sofra dispersao até atingir o detector. A analise em fluxe monossegmentado
tdm o meérito de tornar os pardmetros sensibilidade e tempo de residéncia
independentes da frequéncia de amostragem, conseguido por associar 0s
aspectos praticos da CFA (segmentagdo da amostra) com os conceituais do
sistema FIA (medidas em estado ndo-estacionario). Neste sentido, uma maior
sensibilidade em um sistema MSFA é facilmente obtida pelo aumento do tempo
de residéncia da amostra no reator, sem comprometer a frequéncia de
amostragem. Por exemplo, esta pode ser aumentada com o aumento da vazao
do fluido transportador e o tempo de residéncia mantido constante e otimizado
através do aumento do percurso analitico do reator, isto €, ndo existe perda de
sensibilidade com este procedimento.

Como pode ser notado, os sistemas FIA e MSFA apresentam uma
série de vantagens sobre ¢s de analise em fluxo continuo, que ¢comega pela
propria simplicidade dos analisadores. Com respeito as analises por injegdo em
fluxo e fluxo monossegmentado, a cinética da reagdo utilizada em um
determinado método pode indicar, a principio, qual sistema seria o mais
recomendado. Entretanto, dadas as frequéncias de amostragem praticamente
iguais e a maior sensibilidade da MSFA (devido a menor dispersdo), pode ser
discutido se este sistema nao teria, de uma maneira geral, vantagens sobre os
sistemas FlA. Obviamente, devem ser excluidos desta discussdo os métodos

que, em alguma etapa, empregam gradientes de concentragao, ponto no qual
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os sistemas de analise por injegdo em fluxo sdo insuperaveis, pelo menos ate o

momento.

IV.2. Desenvolvimento e Aplicagdes da Analise em
Fluxo Monossegmentado

A analise em fluxo monossegmentado, apesar da sua simplicidade
e versatilidade, ndo causou o impacto que as CFA e FIA causaram. Enquanto a
analise em fluxo continuo trouxe novas perspectivas aos laboratorios de
andlises clinicas, o sistema FIA mereceu especial atengdo da comunidade
cientifica, o que resultou em mais de 5000 publicagbes nos ditimos 20 anos
[100]. Quantoc a MSFA, poucos trabalhos tém sido descritos na literatura, sendo
a maioria desenvolvida por pesquisadores brasileiros.

Embora seja dificil identificar as reais causas da baixa utilizagdo do
sistema monossegmentado, algumas hipéteses podem ser levantadas na
tentativa de elucidar este fato. A primeira delas estd relacionada com a injegéo
da amostra entre duas bolhas de ar, que é facilmente realizada com o injetor
proporcional desenvolvido por Bergamin e colaboradores {96], sendo largamente
difundido no Brasil. Embora esta inje¢do possa ser feita com uma valvula
rotatdria de 6 portas, semelhante as de HPLC, apenas em 1890 ela foi
primeiramente empregada [101,102].

Qutro ponto que pode ser considerado envolve o processamento
de amostras. Como descrito anteriormente, um analisador FIA tem capacidade
de processar, geralmente, apenas uma amostra de cada vez, isto €, apés uma
determinada inje¢do uma outra poderad ser feita quando o sinal registrado

retornar a linha base. Isto permite que o operador controle faciimente o sistema
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e faga injegbes em intervalos praticamente idénticos. Por outro lado, um
analisador CFA processa simultaneamente varias amostras, mas a “injegao”
(aspiracao) € controlada por um amostrador automatico, dispensando a atencao
cuidadosa de um operador. Entretanto, um analisador MSFA, que também
processa as amostras simultaneamente”, tem, em geral, a simplicidade de um
FIA e, portanto, é operado manuaimente. O sinal que esta sendo registrado nao
indica o momento no qual deve ser feita uma nova injecdo e o operador
necessita realizar as inje¢des em intervalos de tempo constantes para garantir a
boa reprodutibilidade das medidas. Neste sentido, é necesséario que sejam feitas
marcas no reator para se efetuar, com a passagem das bolhas de ar do
monossegmento, a comutagao do injetor em intervalos constantes ou que seja
usado um injetor comutado automaticamente por um circuito eletrénico com
temporizador [94]. Enfim, a MSFA necessita de uma maior atengéo do operador
ou, entéo, de um maior grau de mecanizagdo/automacgao que o sistema FIA.

Finalmente, tambem deve ser levado em consideragéo o fato de
nao ter havido, na época, uma série de publicagdes para salientar tanto os
aspectos positivos da MSFA como o seu escopo de aplicagbes. Desta forma,
provavelmente, o trabalho original tenha sido visto apenas como uma proposta
alternativa para o desenvolvimento de metodologias de analise em fluxo
baseadas em reagdes cineticamente lentas, tais como a parada de fluxo e o
trapeamento de amostra, n&o ocupando, portanto, um espaco diferenciado entre
as inumeras publicacdes envoivendo FiA.

A proposta contida no trabalho descrito por Pasquini e Oliveira [94]
era, obviamente, baseada em alguns aspectos da analise em fluxo continuo. Tal

como nesta, na MSFA existe, a principio, a necessidade de retirada das bolhas

" tanto na MSFA como na CFA é necessario, devido ao uso de reatores longos, ¢ processamento
simultaneo das amostras para que seja garantida uma alta frequéncia de amostragem.
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de ar do monossegmento antes da amostra atingir o detector, para que sejam
evitados registros de sinais espurios. A Figura IV.2 mostra os desborbulhadores
geralmente empregados nestes dois analisadores.

Na CFA a bolha de ar é, na maioria das vezes, retirada do reator
através de hombeamento diferencial, causando uma certa instabilidade no fluxo
e arrastando também uma pequena parte da amostra. Este procedimento
provoca um consumo maior de amostra, pois, como discutido anteriormente, as
medidas devem ser feitas em estado estacionario. Por outro lade, na MSFA [94]
as bolhas de ar sdo retiradas através de uma cela de permeag¢ao de acrilico com
membrana de politetrafiuoretiieno, sem perda de amostra e sem causar uma
grande instabilidade no fluxo. O processo de permeagédo também foi empregado
na CFA por Martin e colaboradores [103], que desenvolveram um
desborbulhador utilizando um pequeno tubo de PTFE micropeoroso localizado,

como nos outros casos, imediatamente antes da cela de fluxo.

(a) (b)

ar + liguido {descarte) fluido segmentado p/ detector

memorana

P prRE

fluido segmentado

¢ p/ detector

Figura IV.2. Celas para desborbulhamento empregadas em: (a) andlise em fluxo
continuo e (b) andlise em fluxo monossegmentado.
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A principal desvantagem proveniente da retirada das bolhas
consiste na dispersdo da amostra que, embora pequena, ira diminuir a
frequéncia de amostragem. Para eliminar esta diminuigao € necessario que seja
aumentada a vazido, tanto na MSFA como na CFA, tornando o processo de
limpeza mais rapido. Entretanto, esta solugéo € viavel caso seja empregado um
reator de maior comprimento para que o tempo de residéncia seja mantido
constante e a sensibilidade nao seja prejudicada. Uma alternativa elegante para
aumentar a frequéncia de amostragem, mesmo empregando uma baixa vazéo
do fluido transportador e, portanto, um reator relativamente curto, foi proposta
por Pasquini [104] e é aplicavel apenas & MSFA. Neste sistema, o
monossegmento injetado, apds passar pelo reator, & reamostrado para uma
linha de deteccdo na qual a vazado do fluido transportador inerte &
significativamente maior. Desta forma, enquanto no trabalho original [94] foi
obtida uma frequéncia de amostragem de 120 h-1 (vazdo = 4,0 mL min-1;
reator = 3 m x 2 mm didmetro interno), a reamostragem do monossegmento
aumentou esta frequéncia para 150 h-1 (vazao no reator = 1,5 mL min-1: vaz&o
na linha de detecgéo = 6,0 mL min-1; reator = 1,5 m x 2 mm d.i.). Como pode
ser notado, além de melhorar o desempenho, este procedimento contribui no
sentido de miniaturizagdo do analisador. Recentemente uma nova alternativa,
nao menos elegante que a anterior, foi descrita por Nogueira e colaboradores
[105], na qual o detector & deslocado da linha do reator para uma linha de
lavagem (0 que pode trazer as mesmas vantagens descritas acima) ou para
uma linha com fluxo interrompido. Neste sistema a segmentagio € feita com
apenas uma bolha de ar, localizada ap6s a amostra, sendo que a realocagao e
feita de forma a evitar a passagem da bolha pelo detector.

A remogao das bolhas de ar dos analisadores segmentados tem a

finalidade de poupar o registrador potenciométrico, porventura empregado, tanto
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de sinais esplrios como de esfor¢o mecanico. Entretanto, a n&o remogao destas
bolhas aumenta a frequéncia de amostragem pois diminui a dispersao
longitudinal da amostra e, neste sentido, varios trabalhos tém sido descritos
empregando este procedimento. Patton e colaboradores [106] descreveram, em
1982, um detector de bolhas que possibilita o registro do sinal
espectrofotometrico em um analisador de fluxo continuo apenas guando a cela
esta totalmente preenchida com liquido, elevando a frequéncia de amostragem
para 360 h-1. Os analisadores de 32 geragao da Technicon (TrAAcs-800 e
CHEM-1) provavelmente sejam os exempios mais significativos entre os
analisadores de fluxo continuo que dispensam a etapa de remogdo de bolhas
[97]. Ademais, celas potenciométricas que admitem bolhas de ar tém sido
também descritas para uso em CFA, com o objetivo de se melhorar tanto a
frequéncia de amostragem [107,108] como a sensibilidade da medida
potenciometrica [109]. Com relagdo & MSFA, tem sido verificado que pequenas
bolhas de ar n&o comprometem a estabilidade da chama em espectrofotometria
de absorgcao atémica [110,111] e que a passagem das bolhas de ar através da
cela possibilita o registro do sinal espectrofotométrico com precisdo e sem dano
aparente ao registrador potenciométrico [112,113]. Provaveimente, com a
utilizacdo cada vez mais acentuada de microcomputadores na aquisigio de
dados, em substituigdo aos registradores convencionais, a passagem de bolhas
de ar através do sistema de detecgdo deverd se tornar o procedimento usual
nas analises em fluxo monossegmentado e fluxo continuo.

Outras contribuicoes ao desenvolvimento da MSFA, além das
citadas acima, tém sido descritas na literatura. Andrade e Loboschi [114], em
fungéo do processamento simuitdneo de amostras que ocorre em um analisador
monossegmentado, desenvolveram um contador digital simples para auxiliar no

controle das injecbes das amostras. Reis e colaboradores [110] empregaram
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apenas uma bolha de ar para segmentar a amostra na sua regido posterior, a
qual foi introduzida em um espectrofotdmetro de absorgao atdmica. Neste caso,
assim como em outro envolvendo a mesma técnica de deteccao [111], a
monossegmentacaco foi utilizada apenas com o objetivo de minimizar a
dispersdo da amostra e nao obter um longo tempo de residéncia.

A andlise em fluxo monossegmentado tem sido aplicada em
determinagbes espectrofotometricas de boro [105,115], creatinina [116] e
molibdénio [117], onde as primeiras estdo baseadas em reacgdes lentas e a
gltima em uma reagdo catalisada. Com relagdo ao molibdénio(Vl), a sua
atividade catalitica na reacdo de oxidagao do iodeto por perdxido de hidrogénio
tem sido estudada em fungdc de varios parametros, usando meétodos
quimiomeétricos, com o objetivo de se otimizar as condigées para a sua
determinacéo atraves de MSFA [118,119].

Embora Pasquini [120], em 1984, tenha afirmado que "a extra¢ao
por solventes dificiimente podera ser aplicada ao sistema proposto”, esta tem
sido realizada com sucesso em MSFA, tanto em fase unica [112] como em duas
fases [113]. Além do mais, a possibilidade de dialise em MSFA foi sugerida pelo
mesmo autor [120] como sendo possivel e esta tem sido efetuada por Buch-
Rasmussen [101,102] com sangue total. Entretanto, a dialise ¢ feita para um
fluido ndo segmentado e a detecgdo amperométrica de NADH é utilizada para a
determinagao de glicose, creatinina e lactato.

Em 1990, a analise em fluxo monossegmentado foi novamente
descrita por Tian e colaboradores [121,122], sendo inadequadamente
denominada "segmental-FIA". Na verdade, este sistema & semelhante ao
MSFA, apresentando, ainda, algumas desvantagens. O principal ponto em
comum consiste no fato da amostra ser injetada entre duas bolhas de ar.

Entretanto, analogamente a CFA, no sistema "segmental-FIA" o reagente e
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adicionado continuamente ao reator e a retirada das bolhas de ar é realizada
através de bombeamento diferencial {(com uma cela semelhante &4 mostrada na
Figura IV.2a), o que causa um maior consumo de reagentes e amostras quando
comparado com a MSFA. Os sistemas "segmental-FIA" tém sido utilizados em
determinagdes potenciométricas de fluoreto [123] e de demanda quimica de
oxigénio [124] com detecgdo espectrofotometrica. Curiosamente, o sistema
descrito por Tian tem sido denominado ora analise por injecdo em fluxo
segmentado [124], ora analise em fluxo continuo monossegmentado [123].

A analise em fluxo monossegmentado, como exposto, tem varias
vantagens sobre a analise em fluxo continuo, principalmente quanto a
frequéncia de injegao e ao consumo de amostras e reagentes. Como a CFA tem
sido empregada frequentemenie em determinagbes de interesse clinico
[126,127], farmacolégico [128] e ambiental [129-133] e também no
desenvolvimento de analisadores eletroquimicos [134], é importante salientar
gque estas metodologias descritas podem, em principio, ser adaptadas com as

respectivas vantagens a MSFA.



V. DISPERSAO EM ANALISE EM FLUXO
MONOSSEGMENTADO

A dispersido em sistemas segmentados ocorre como consequéncia
da molhabilidade das paredes internas do reator pela solugdo contida no
segmento. Desta maneira, um filme de solugido de determinada espessura
recobre as paredes do reator e, portanto, a espécie em questio pode ser
transferida para outro segmento {de amostra ou fluide transportador} através de
difusdo e convecgdo. A Figura V.1 mostra um esquema da segmentagao do

fiuido em um analisador segmentado, indicando como este processo acontece.

fluxo =——

Figura V.1. Diagrama esquematico do fluido em um analisador segmentado. As
setas mostram como ocorre a transferéncia das espécies do segmento
(A) para 0 segmento posterior.

A dispersdo em analise em fluxo continuo, na qual a amostra &
multissegmentada, foi detalhadamente estudada por Snyder e Adler,
empregando modelos ideal [135] e n&o-ideal [136]. No modelo ideal foi
assumido que a concentragdo da amostra em um dado segmento € uniforme em
qualquer instante, isto é, a mistura entre amostra e fluido dentro de um
segmento ¢ infinitamente rapida. Ao contrario, no modeio ndo-ideal o processo

de mistura nao é instantaneo, ocorrendo segundo um padréo em forma de oito,
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mostrado na Figura V.2 e conhecido como "bolus flow". Por exemplo, se uma
espécie colorida é colocada no centro ou na borda de um segmento em fluxo
continuo, imediatamente ocorre a dispersado na forma de um oito (regido 1 da
Figura V.2), sendo que a transferéncia desta espécie para as regides adjacentes
"2" e "3" & lenta. Em outras palavras, a dispersdo longitudinal através do
segmento € rapida, enquanto que a radial (transferéncia de massa) é lenta.
Portanto, a mistura de uma espécie dentro de um segmento ocorre pelo seu
movimento de uma corrente para outra adjacente por processos de difusdo e

convecgao [136].

filme
liguido

J e :

Figura V.2. Representagdo esquematica do padrao de fluxo dentro de um segmento
liquido ("bolus flow").

A teoria desenvolvida por estes autores permite avaliar a dispersao
de uma espécie em fungdo dos parametros do analisador (didmetro interno,
comprimento, vazao, volumes dos segmentos de ar e de amostra), da solugéo
(viscosidade e tensao superficial) e, no caso do modelo ndo-ideal, da prépria
espécie (coeficiente de difusdo). Nos experimentos realizados, que concordaram
com os modelos desenvolvidos, foram empregados tubos de vidro, cuja

molhabilidade por solugdes aquosas é bastante aita. Na CFA é necessario que
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a parede do reator seja molhada pois, caso contrario, podem ocorrer problemas
de natureza hidraulica. Entretanto, na MSFA normalmente sio utilizados tubos
de polietileno (PE) ou politetrafluoretileno (PTFE) para a construgdo dos
analisadores. Portanto, os resultados obtidos nestes estudos ndo sao
suficientes para a otimizagéo dos sistemas monossegmentados, principalmente
porque as molhabilidades destes materiais poliméricos frente as solugbes
aquosas sao muito diferentes quando comparadas a do vidro.

Tian e colaboradores [121] realizaram estudos de dispersdo em
sistemas monossegmentados, tanto em reatores de vidro como de PTFE,
avaliando os efeitos do comprimento e diametro do reator, vazao, volume do
segmento e temperatura. Entretanto, empregaram um desborbulhador que
influencia diretamente a dispersao.

O estudo realizado neste trabalho objetivou a otimizagao do
sistema monossegmentado com relagédo a frequéncia de amostragem. Com a
utilizacao de Planejamento Fatorial de dois niveis [137], os efeitos dos seguintes
parametros sobre o tempo de limpeza do monossegmento foram investigados:
material, diametro e comprimento do reator, vazao, volumes dos segmentos de
amostra e de ar, viscosidade e tensdo superficial da solugdo. O tempo de
limpeza & importante uma vez que determina o intervalo minimo que deve
ocorrer entre as injegdes consecutivas de dois monossegmentos, de forma que
o material transferido do primeiro para o fluido transportador nao seja transferido
deste para o segundo, o que caracterizaria uma intercontaminacéo. O tempo de
limpeza foi medido através da injecao de um monossegmento, constituido de
solugdo colorida, em um analisador totaimente preenchido com agua e

observagao do sinal espectrofotométrico gerado por esta solugéo.
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V. Experimental

Os parametros estudados e os respectivos niveis estéo listados na
Tabela V.1. Os parametros fisico-quimicos foram determinados de acordo com
os utilizados por Snyder e Adler [135]. A viscosidade da solugao foi variada com
0 uso de agua (n/n, = 1,00) e solugdo de glicerol a 28 % (n/ng = 2,27) e a
tensdo superficial foi variada com o uso de agua (y = 72 din em-1y e solugdo de
n-propanol a 1,0 % (y = 49 din cm-1). Foi admitido que, nestas concentragées, o
glicerol nao altera significativamente a tensao superficial da agua (solugao 30 %,
¥y = 72 din cm-1), assim como o n-propanol néo altera a viscosidade da agua
(solugao 1,0 %, ning = 1,05). Admitiu-se também que n&o existem efeitos
sinérgicos ou antagdnicos entre o glicerol e o n-propanol sobre a viscosidade e

a tenséo superficial da solugéo.

Tabela V.1. Parametros utilizados no estudo da dispersao em sistemas de fluxo

monossegmentado.
pardmetro nivel (+) nivel (-)
material PTFE PE
diametro do reator (mm) 1,54FTFE; 1 40FE 0,97°FTFE; 1 Q7FE

comprimento do reator (m) 3,0 1,0
vazio (mL min-1) 2,75 1,85
volume do segmento {uL) 500 100
volume das bolhas (plL) 150 50
viscosidade (n/ng) 227 1,00
tensio superficial (din cm1) 72 49

Nos planejamentos fatoriais envoivendo apenas os parametros

fisicos, foi usada uma solucio de permanganato de potassio 1,0 x 10-3 mol L-1,
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Nos casos envolvendo os pardmetros fisico-quimicos, foi empregada uma
solucao resultante da reagao de 5 mg L-1 de nitrito de sédio com sulfanilamida e
n-naftil-etilenodiamina [138].

O monossegmento foi injetado no analisador totalmente
preenchido com agua, sendo ¢ injetor comutado para a posi¢do de amostragem
imediatamente apds a inéerg:é‘:o da segunda bolha de ar. Os fluidos foram
impulsionados por uma bomba peristaltica lsmatec modelo MP13GJ-4 atraves
de tubos de "tygon". Os reatores foram dispostos na forma de bobina com
didmetro de 40 mm.

O sistema de deteccdo empregado foi baseado em um fotdmetro
que emprega LED/LDR, similar aquele descrito anteriormente [139]. A detecgao
foi feita perpendicularmente a um tubo de vidro de 2,5 mm de diametro interno e
30 mm de comprimento, utilizando-se um LED com intensidade maxima de

emissao em 560 nm.

V.2. Resultados e Discussao

A dispersao de um segmento injetado em um reator tubular em
forma de bobina se manifesta pela transferéncia do material constituinte da
amostra para o fluido transportador, na regido situada logo apds a ultima bolha
de ar que define o monossegmento. Uma espécie colorida, quando presente em
um monossegmento introduzido em um sistema de fluxo, gera, ao passar pelo
detector, um sinal espectrofotometrico tipico, como mostrado na Figura V.3.

Basicamente, a dispersao do monossegmento pode ser descrita
como sendo constituida de dois processos, ilustrados esquematicamente na

Figura V.1. No primeiro, as espécies presentes no monossegmento sao
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Figura V.3. Sinal tipico obtido pela passagem de um monossegmento por um
detector espectrofotométrico: tR, tempo de residéncia; t, tempo de
limpeza; S, sinal originado pelo monossegmento; By e Bg, sinais
originados pela passagem das bolhas de ar pelo detector.

transferidas para o fiime que molha as paredes do reator e/ou para as regides
estagnadas decorrentes de irregularidades que podem existir na superficie
interna deste reator, através de efeitos de difusdo e convecgao. Neste processo,
similar ao que ocorre em um analisador multissegmentado, o efeito convectivo
provém da movimentagdo interna do fluido do monossegmento (Figura V.2)
enquanto que o efeito difusivo predomina na interface filme/solugao. Uma vez
transferidas para o filme e/ou regibes estagnadas, as espécies ali presentes

tornam-se contaminantes em potencial para o préximoe monossegmento. Desta
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forma, a sua remocdo pelo fluido transportador deve ser a mais completa
possivel.

O segundo processo consiste na transferéncia de massa do filme
efou das regides estagnadas para o fluido transportador. Este processo deve
diferir do que ocorre em sistemas multissegmentados em fungdo dos diferentes
graus de segmentagdo. Como na MSFA, a segmentagdo & feita em uma
frequéncia bem menor que na CFA, intercalando pequencs segmentos de
amostra em grandes segmentos de fluido transportador, o tamanho deste nao
possibilita que um efeito convective consideravel se manifeste durante a
transferéncia de massa, quando comparado com © gue ocofre nos sistemas
multissegmentados. Entretanto, efeitos convectivos devem atuar na interface
transportador/bolha de ar, transferindo rapidamente as espécies presentes no
filme para as por¢des iniciais do transportador. No sentido axial, somente os
efeitos de difusdo devem ser os responsaveis pela dispersao da espécie.
Portanto, estes processos podem explicar o perfil de concentragdo exponencial,
observado experimentalmente na regido do fluido transportador situada logo
apos a segunda bolha do monossegmento e mostrado esquematicamente na
Figura V.3.

Neste trabalho, o pardmetro escolhido para se estudar o fendmeno
de dispersdo em um analisador de fluxe monossegmentado foi o tempo de
limpeza. Este tempo esta diretamente relacionado, mantida a vazao do fluido
transportador constante, com a quantidade e distribui¢do do material que foi
perdido pelo monossegmento durante o trajeto efetuado desde a injegcdo no
analisador até o detector, refletindo, portanto, a dispersao sofrida pela amostra.

Iniciaimente foram estudados os efeitos dos seis primeiros
parametros listados na Tabela V.1 sobre o tempo de limpeza, empregando-se a

solugao de permanganato de potassio. Dentro dos limites propostos, os tempos
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de residéncia das amostras variaram de 20 s até cerca de 3 min. O diametro da
bobina empregada ndo foi objeto de investigagdo pois nos trabalhos
desenvolvidos por Snyder e Adler [135,136] foi verificado que esta variavel ndo
influencia a dispersdo em sistemas muitissegmentados.

Experimentos preliminares mostraram que ao se efetuar os
planejamentos para o PTFE e PE separadamente, a interpretagéo dos
resultados tornava-se mais simples e clara. Desta forma, foram realizados dois
fatoriais de 2 niveis e 5 efeitos, para os reatores de PTFE e PE, cujos resultados
experimentais estao relacionados nas Tabelas V.2 e V.3, respectivamente.

As alturas dos sinais espectrofotométricos dos monossegmentos
de maior volume (500 pL) foram tomadas em dois pontos diferentes. A primeira,
denotada por h, corresponde a medida efetuada no mesmo intervalo de tempo
que para o monossegmento de menor volume. A segunda, denominada H, foi
tomada ao final do monossegmento. Na verdade, com a injegdo de 500 ulL de
amostra, o sinal espectrofotométrico aumenta até atingir o equivalente ao
medido em volume infinito. Entretanto, as pequenas diferengas (cerca de § mm)
entre os sinais tomados nestes dois pontos podem ser atribuidas ao fato do
monossegmento de maior volume conseguir lavar totalmente o tubo de vidro do
sistema de deteccgao.

A Tabela V.4 mostra os efeitos mais significativos dos parametros
sobre o tempo de limpeza, obtidos com os dois materiais. As estimativas dos
desvios padrac dos efeitos foram calculadas a partir das interagées de altas
ordens. No caso do PTFE foi obtido um valor de + 0,65, considerando os valores
de interacdes de 2@ ordem e superiores despreziveis e, no caso do Pk, um valor
de + 0,60 foi obtido considerando os valores das interagbes terciarias e

superiores como devido a erros experimentais.
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Tabela V.2. Resultados obtidos no planejamento fatorial de 25 experimentos no
analisador de PTFE: tg, tempo de residéncia; |, tempo de limpeza; V|,
volume de limpeza, h e H, sinais espectrofotometricos. Parametros: V1,
didmetro do reator; V2, comprimento; V3, vazio; V4, volume da amostra
e V5, volume das bolhas de ar.

Vi V2 V3 V4 V5 tg(s) t {(s) V (mL) h(mm) H(mm)

01 - - - - - 312 204 0,63 1240
02 + - - - - 708 204 0,63 122,5
03 - + - - - 796 16,2 0,50 122,8
04 + + - - - 1940 234 0,72 120,5
05 i, - + - - 21,0 156 0,72 121,8
06 + - + - - 456 17,4 0,80 121,56
07 - + + - - 522 156 0,72 123,0
08 + + + - - 1260 144 0,66 122.5
09 - - - + - 31,8 228 0,70 124,0 129,0
10 + - - + - 696 222 0,68 123,0 127,0
11 - + - + - 798 225 0,69 124 5 128,0
12 + + - + - 1840 204 0,63 123,0 128,0
13 . - + + - 204 16,8 0,77 122,0 128,0
14 + - + + - 462 19,8 0,91 121.,5 128,0
15 - + + + - 522 19,2 0,88 123,5 128,5
16 + o+ o+ o+ - 1280 165 0,76 1225 128,0
17 . - - - + 36,0 216 0,67 119,0
18 + - - - + 744 234 0,72 117.0
19 - + - - + 846 225 0,69 119,0
20 + + - - + 194 159 0,49 120,0
21 . - + - + 234 165 0,76 118,0
29 + - + + 498 144 066 118,5
23 - + + - + 57,0 171 0,78 123,0
24 + + + - + 130,0 16,5 0,76 122.,0
25 - - - + 4+ 36,0 22,2 0,68 121,0 1280
26 + - - + + 744 222 0,68 120,0 127.5
27 - + - + + 83,7 2272 0,68 123,0 129,5
28 + + - + + 198,0 231 0,71 119,0 126,0
29 - - + + + 22,8 16,8 0,77 1225 127.0
30 + - + + + 498 16,5 0,76 123,0 126,5
31 - + + + o+ 56,1 16,8 0,77 123,5 127.5
32 + + + + + 1330 153 0,70 125,0 128,0
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Tabela V.3.

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

Vi

Resultados obtidos no planejamento fatorial de 29 experimentos no
analisador de PE: tR, tempo de residéncia; t|, tempo de limpeza; V|,
volume de limpeza, h e H, sinais espectrofotométricos. Pardmetros: V1,
didmetro do reator; V2, comprimento; V3, vazao; V4, volume da amostra
e V5, volume das bolhas de ar.

V2 V3 V4 V5 tgis) t . (s) VL(mL) h(mm) H{(mm)

T T e S A R O S L L

+

-~ - - - 369 210 065 1210
- - - 528 222 068 1230

+ - - - 954 186 0,57 121,0
+ - - - 1540 420 1,30 95,5
- + - - 240 150 0,69 121,85
- + - - 33,9 13,5 0,62 121,0
+ o+ - - 621 153 0,70 123.0
+ o+ - - 1020 351 1.61 85,0
- - + - 37,2 20,7 064 122,0 127,85
- - + - 916 243 0,75 123.0 1275
+ - + - 948 18,0 0,56 1245 128.0
+ - + - 1540 49,2 1,92 115,0 121,0
- + 4+ - 243 144 0,66 123,85 128,5
- + 4+ - 354 159 0,73 123.0 127,0
+ + o+ - 63,0 156 0,72 123.0 127.5
+ o+ 4+ - 1020 381 1,75 111.0 117.5
- - - + 396 216 0,67 122.0
- - - + 55,8 222 0,68 121,85
+ - - + 984 156 0,48 124,0
+ - - + 158,0 432 1.33 101,0
- + - + 27,0 141 0,65 1240
- + + 36,0 16,8 0,77 118,5
+ 4+ - + 85,7 16,2 0,74 122.,5
+ 4+ - + 1040 34,2 1,57 84,0
- - + o+ 40,8 201 0,62 122,0 128,0
- - + 4+ 548 222 0,68 121.0 126,5
+ - + 4+ 981 210 065 123,0 127,0
+ - + + 1570 483 1,49 117.0 121,0
- +  + O+ 261 150 0,69 125.,0 128,0
- + o+ O+ 366 174 0,80 125,5 128.0
+ o+ o+ O+ 648 138 0,63 124,0 129,0
+ + + + 1040 372 1.71 111.0 117.,0




dispersao em andlise em fluxc monossegmentade 81

Tabela V.4, Estimativa dos efeitos mais significativos obtidos a partir de um
planejamento fatorial de 29 experimentos para PTFE e PE.

efeito PTFE PE
didmetro do reator -0,19 + 12,86
comprimento do reator - 0,71 + 10,31
vazio -476 - 6,41
volume do segmento + 1,50 + 1,54
volume das bolhas - 0,04 0,00
diametro x comprimento - 0,64 + 11,29
media 18,96 + 23,68
desvio padrido + 0,65 + 0,60

Em fungdo das estimativas dos desvios padrao obtidas e
assumindo um grau de confianga de 95 %, pode ser afrmado que, dentro dos
limites impostos pelos niveis das variaveis, com o uso de polietileno tanto a
vazio como o didmetro e o comprimento do reator afetam significativamente o
tempo de limpeza, havendo um efeito sinérgico entre estas duas ultimas
variaveis. Os valores positivos dos efeitos indicam que o tempo de limpeza
aumenta quando estes parametros sdo alterados do nivel inferior para o
superior. Por outro lado, quando PTFE é utilizado apenas a vazao afeta o tempo
de limpeza.

O fato, obviamente esperado, da vazao afetar diretamente o tempo
de limpeza ndo significa, entretanto, que esta variavel tenha alguma influéncia
na dispersdao do monossegmento. Ao serem comparados, nas Tabelas V.2 e
V.3, os sinais espectrofotomeétricos (h) obtidos em experimentos nos quais
apenas a vazao foi alterada (por exemplo, experimentos 1e 5,2e 6, 3 e 7, etc),
pode ser verificado que, dentro dos erros experimentais, ndo ha diferengas

significativas entre estas medidas. Portanto, pode ser concluido que a vazéo do
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fluido transportador nao afeta a dispersao do monossegmento em ambos 0s
anaiisadores, o que concorda com o observado por Pasquini [120] para o reator
de polietileno e por Tian e colaboradores [121] para o reator de PTFE. Ademais,
Tian e colaboradores também verificaram que, no caso do PTFE, o comprimento
e o0 diametro do reator, o volume do segmento e a temperatura nao interferem
na dispersdo do monossegmento, o que estd de acordo com os resultados
obtidos neste trabalho.

Para a determinacdo dos efeitos da viscosidade e tensao
superficial da solugdo sobre o tempo de limpeza, foram efetuados dois
planejamentos fatoriais fracionais 27-3 (para PE e PTFE). Neste tipo de
planegjamento, os efeitos principais estdo misturados com os efeitos terciarios.
Assumindo que os efeitos terciarios ndo s&o significativos, os efeitos destes dois
parametros podem ser inferidos. Os resultados obtidos nestes experimentos
estao relacionados na Tabela V.5, indicando que, tanto para o PE como para o
PTFE, a viscosidade e a tensdo superficial da solugdo ndo afetam o tempo de
limpeza do monossegmento. Como pode ser visto, os desvios padrdo foram
relativamente altos, o que pode estar associado as constantes variacoes de
viscosidade e tensdo superficial das amostras, frente ao fluido transportador de
agua.

Neste fatorial fracional envolvendo variaveis fisico-quimicas alguns
comportamentos andmalos foram observados. No caso do reator de PTFE,
foram obtidos sinais espectrofotométricos mencres que os esperados,
principaimente quando a amostra em questao possuia baixa viscosidade e era
antecedida por uma de aita viscosidade. Por exemplo, o sinal obtido em uma
medida efetuada nas mesmas condigdes que o experimento 6 da Tabela V.2
apresentou um sinal equivalente a cerca de 70 % do obtido em estado

estacionario. Embora este comportamento possa estar associado a variagao de
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viscosidade das amostras, & muito dificil estabelecer uma explicagéo
consistente para este fato, pois os parametros estudados eram variados
simultdnea e aleatoriamente. Uma hipétese, considerando que os reatores
também eram alterados, pode estar fundamentada na limpeza do tubo de vidro
do sistema de detecgdo. Qutro ponto que deve ser salientado esta relacionado
com a estabilidade mecanica do monossegmento. Ao contréaric do que ocorre no
PTFE, foi observado que o meonossegmento ndo possui estabilidade no reator
de polietieno quando uma amostra com alta viscosidade é injetada no

analisador, cujo fiuido transportador também possui alta vazzo.

Tabela V.5. Estimativa dos efeitos mais significativos obtidos a partir de um
planejamento fatorial de 27-3 experimentos para PTFE e PE.

efeito PTFE PE
diametro do reator -1,20 + 0,34
comprimento do reator -0,38 + 6,49
vazao - 5,48 - 5,89
volume do segmento + 2,10 + 1,84
volume das bolhas +1,35 + 1,61
tenséao superficial +0,45 - 1,68
viscosidade -1,13 -0,19
média 12,98 17,61
desvio padrido £1,30 + 2,41

Em razdo dos resultados obtidos e dos comportamentos obser-
vados neste fatorial fracional, existe a necessidade de uma investigacdo mais
cuidadosa sobre a influéncia da viscosidade e tenséo superficial na dispersao
da amostra em sistemas monossegmentados, que foge do objetivo principal

desta tese. Por exempio, uma cela de detec¢do com propriedades semelhantes
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as do polietileno e politetrafluoretileno pode ser empregada. Além do mais, e
necessario um estudo sobre o comportamento de uma amostra nestes sistemas,
onde as suas viscosidade e/ou tensdo superficial diferem significativamente {ou
nao) das do fluido transportador.

De gualquer maneira, os tubos de PE e PTFE empregados neste
estudo apresentaram um comportamento diferente de um reator de vidro, que
esta diretamente relacionado com as diferentes molhabilidades destes trés
materiais frente as solugdes aquosas. Desta forma, a pequena dispersio
observada, principalmente no reator de PTFE, pade ser atribuida a existéncia de
regides do analisador nas quais o fluido se encontra estagnado efou ao fato da
cela de detecgdo ser feita de vidro, pois este material pode ser molhado,
retendo um filme de composicdo préxima a do monossegmento da amostra. Ao
contrario do que ocorre na CFA, onde as paredes do reator devem ser molhadas
para que seja obtida uma segmentagdo mecanicamente estivel, na MSFA &
possivel que sejam obtidos monossegmentos estaveis, independentemente da
mothabilidade do material do reator. Isto é conseguido fundamentaimente
porque, como discutido, a taxa de segmentagdo em um analisador de fluxo
monossegmentadoc € muito menor que a de um muitissegmentado. Como
consequéncia, os reatores de PE e, em especial, de PTFE causam uma menor

dispersao da amostra, como ja haviam postulado Snyder e Adler [135].

V.3. Conclusoes

Os resultados dos planejamentos fatoriais realizados com as
variaveis fisicas e fisico-quimicas relevantes de um sistema monossegmentado

revelaram uma diferenga de comportamento no tempo de limpeza em fungéo do
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material (PE ou PTFE) constituinte do analisador. O PTFE apresentou um
comportamento excelente uma vez que, quando utilizado em um sistema de
fluxo, a dispersdoc da amostra independe do didmetro e do comprimento do
reator pelo qual passa o monossegmento. Portanto, no caso de aplicagdes as
solugbes aquosas, € possivel concluir que este material deve ser o
recomendado para a construgdo de analisadores miniaturizados pois possibilita
0 uso de reatores menores sem gue se comprometa o desempenho global do

instrumento.



VI. CONSTRUGAQ DE UM ANALISADOR AUTOMATICO
DE FLUXO MONOSSEGMENTADO

Os analisadores podem ser classificados, em fungao da forma de
processamento da amostra, em discretos, continuos e robotizados [140,141]. Os
discretos caracterizam-se por preservar a integridade de uma amostra,
mantendo-a fisicamente separada das outras durante toda a analise. Em
resumo, neste tipo de analisador a amostra é colocada em um recipiente,
geralmente semelhante a uma cubeta, onde pode ser diluida, aquecida e
receber reagentes antes que a medida do pardmetro de interesse seja efetuada.
Na verdade, um analisador discreto realiza operagées de maneira analoga ao
respectivo procedimento manual. Nos analisadores continuos, as amostras sao
sequenciaimente introduzidas em um reator tubuiar contendo um fluido, o qual
transporta as amostras continuamente até o sistema de detecgdo. Este fluido
pode ser inerte ou reativo, segmentado ou nao, podendo, ainda, confluir com
outras solugbes reativas necessarias para que a amostra seja analisada. Os
analisadores robotizados s&o, naturalmente, baseados no uso de robés, cujos
movimentos imitam as acbes de um operador humano nos procedimentos que
devem ser realizados durante uma anélise.

Dentre estes tipos de analisadores, os robotizados, embora mais
flexiveis, sdo os mais complexos pois, além da microeletrénica e do
computador, necessitam de sistemas mecanicos de altas precisdo e exatidao. O
emprego de robds em laboratérios quimicos ainda é restrito e, por ora, apenas
justificado na andlise de amostras toxicas efou radioativas. Os analisadores
robotizados, ao contrario dos discretos e continuos, podem ser aplicados na

realizagdo das operagdes preliminares de uma metodologia de analise
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(pesagem, dissolugdo, filtragao, etc.) e, portanto, desempenhario, em um futuro
nao muito distante, um papel essencial no desenvolvimento de laboratorios
totalmente automaticos [140].

Os analisadores discretos e continuos, sendo mais simples,
experimentaram um acentuado desenvolvimento nos dltimos 25 anos,
fundamental para a automagao dos métodos de analises. Nos dias de hoje, sdo
estes os analisadores mais utilizados nos laboratérios, principalmente naqueles
que possuem uma alta demanda de amostras.

Uma comparagao entre estes dois tipos de analisadores permite
afirmar que os discretos possibilitam a determinacao de vérias especies em uma
amostra de forma simples e rapida, consomem menos reagentes @ amostras,
diminuem o risco de intercontaminagdo das amostras e sdo mais versateis, isto
é, possibilitam que sejam adaptados de acordo com as finalidades desejadas
sem necessidade de muitas alteracdes. Entretanto, possuem as desvantagens
de serem mecanicamente mais complexos e mais caros, de nio permitirem a
incorporagdo de meétodos de separagéo e, apesar da versatilidade, de serem
construidos com uma configuragéo basica rigida, a qual dificulta o uso destes
analisadores em pesquisas relacionadas com o© desenvolvimento de
metodologias automaticas, caso ndo se disponha da infra-estrutura necessaria
para se trabaihar com os avangos da microeletrénica e da micromecanica (140].

A area de analises clinicas, certamente, foi a que mais se
beneficiou com o desenvolvimento dos métodos automaticos. Sob outro ponto
de vista, talvez a quimica clinica, pela alta demanda, tenha suscitado boa parte
deste desenvolvimento. Prova disto € o analisador continuo de Skeggs [93] que,
se ndo foi o pioneiro, trouxe importantes avangos para a automacio em quimica
analitica. Os analisadores continuos segmentados (ou analisadores de fluxo

continuo, como recomendado pela IUPAC) foram intensamente utilizados pelos
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laboratérios de analises clinicas. Contudo, apesar de mais simples, os sistemas
FIA ndo conseguiram nestes laboratorios um espago condizente com suas
potencialidades. A propodsito, Rocks [142] tem criticado seriamente estes
sistemas com relagdo ao grande volume de amostra requerido para uma
determinagéo (incluindo a lavagem da alga de amostragem), aos vazamentos e
desgaste da valvula amostradora e a necessidade, nao rara, de se realizar uma
pré-diluigdo do sangue antes da sua inje¢ao no analisador.

Recentemente, os laboratérios que possuem alta demanda de
amostras, tanto clinicos como de controle ambiental, t&m substituido os
analisadores continuos pelos discretos. Esta tendéncia existe porque o0s
analisadores discretos podem incorporar um mecanismo de acesso aleatdrio
que permite tanto realizar apenas as determina¢des de interesse (consumindo
menos amostra, reagentes e tempo) como iniciar a analise de uma amostra
mesmo se o instrumento estiver em uma operag&o de rotina [143].

Em vista do grau de complexidade e da dificuldade de construgio,
os analisadores discretos empregados nestes iaboratérios sao fabricados por
grandes empresas, que possuem a devida infra-estrutura [144]. Neste sentido,
varios trabalhos relacionados com avaliagdes dos desempenhos destes
instrumentos sdo encontrados na literatura [145-147]. Ao contrario, os
analisadores continuos, principalmente os baseados em sistemas FIA, por
serem bastante simples, sdo de facil desenvolvimento. Portanto, varios
trabalhos tém sido descritos na literatura, envolvendo tanto sistemas
mecanizados, que empregam um sistema minimo de computador no controle
das operagdes [148,149], como automaticos, que utilizam um microcomputador
para o controle do sistema e aquisi¢éo e tratamento dos dados [150-153].

Os analisadores FIA automaticos sédo, em principio, mais simples

de serem implementados que os monossegmentados, pois processam as
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amostras individuaimente. Como consequéncia, ¢ "software" de controle do
instrumento deve ser escrito de forma a associar uma determinada inje¢do com
a respectiva leitura do sinal. Por outro lado, um analisador monossegmentadc
comporta diversas amostras em seu reator €, como discutido no capitulo IV, ndo
existe relagao aparentemente direta com a injegdo da amostra e aquisicao de
dados. Portanto, em um analisador automatico deste tipo e fundamental que
uma amostra seja faciimente localizada, para que o microcomputador possa
controla-lo. Como a amostra pode ser inserida nestes sistemas entre duas
bolhas de ar, a detecgao destas permite localizar a amostra para a adi¢do de

reagentes e leitura do sinal, como sera descrito a seguir.

VIA1. Implementagao do Analisador

O analisador foi construido através do desenvolvimento das suas
trés unidades fundamentais: valvula amostradora, mddulo de adigdo de
reagentes (ambos automaticos) e sistema de detecg&o, no qual foi utilizado o
espectrofotdmetro muiticanal descrito anteriormente.

A principal preocupagdo durante o seu desenvolvimento foi
garantir que, uma vez estando a amostra na cela, a detecgao fosse efetuada
imediatamente, minimizando os riscos de perda de dados, o que inviabilizaria
uma analise. Portanto, na construgdo do instrumento varios controles e/ou
tarefas foram implementados por "hardware" (por exemplo, retorno da valvula
amostradora para a posicdo de amostragem e adicdo de reagentes ao
monossegmento), liberando o microcomputador para gerar o sinal de injegéo da

amostra e para, principalmente, efetuar a aquisi¢éo e tratamento de dados.
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O controle do instrumento (localizagio da amostra e da posigdo da
valvula amostradora) foi efetuado basicamente através do uso de sensores
opticos (PCST 2103), cujos sinais légicos gerados podiam ser acessados pelo
microcomputador. Um sensor optico € um dispositivo formado por um diodo
emissor de luz infravermelha (LED), que tem um fototransistor acoplado como
detector. A Figura V1.1 mostra o circuito basico que permite a extracio de sinais
de um destes sensores. Quando o LED e o coletor do fototransistor sao
alimentados com +5 V, sinais Idgicos (Vout) podem ser diretamente obtidos, se
os valores dos resistores R1 e Ry forem adequados. Neste caso, a diferenga de
potencial de saida correspondera a um nivel logico alto (+5 V) TTL ou CMOS,
quando o caminho entre o LED e o fototransistor estiver interrompido e a um

nivel légico baixo quando o caminho estiver aberto.
+V +

R1

Vout

Y- O

Figura VI.1. Circuito eletronico basico para extragio de sinais de um sensor optico.

Estes sensores 6pticos podem também ser utilizados para detectar
uma interface agua/ar (ou solugido/ar) em um tubo de vidro ou PTFE, isto &,

podem detectar as bolhas de ar do monossegmento, localizando a amostra. O
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circuito eletrénico mostrado na Figura V1.1 ndo pode ser empregado diretamente
pois as transicbes agualsolugdo ndo geram sinais 0gicos, necessitando,

portanto, de algumas modificagdes que serao detalhadas em segéo posterior.

VI.1.1. Valvula Amostradora Automatica

A valvula amostradora, esquematizada na Figura V0.2, foi
construida empregando-se um injetor proporcional como o descritoc por
Bergamin e colaboradores [96], através do acoplamento de um motor de passo
(24 V, 1 A, 7,5%passo) & sua barra central deslizante. O circuito eletrénico
desenvolvido para o controle e o acionamento deste motor encontra-se no
Apéndice VIIi.5. Entretanto, o motor pode ser também movimentado através do
microcomputador, procedimento que € necessario no inicic de operagdc do
analisador para © posicionamento correto da valvula. As posicbes de
amostragem e injecdo desta valvula foram determinadas com o uso dos
sensores opticos "opto A" e "opto 1", respectivamente.

A injecao da amostra e efetuada através de um sinal légico
enviado pelo microcomputador’, habilitando o circuito eletrdnico para gerar os
pulsos que acionam o motor. A comutagao da valvula ocorre em
aproximadamente 400 ms. Quando esta atinge a posigéo de injegéo ("opto " é
interrompido pela haste), o funcionamento do motor & interrompido e o circuito
preparado para aciona-lo no sentido inverso. O sensor Optico "opto R" verifica
quando todo o monossegmento foi injetado pela passagem da sua primeira

bolha de ar. Ao final desta, isto &, na interface ar/amastra, o "opto R" gera um

" o sinal Iégico também pode ser gerado através de um contato mecanico, possibilitando o uso da
valvula amostradora em um analisador nao-automatico.
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outro sinal légico que aciona novamente o motor de passo, retornando a valvula
para a posi¢do de amostragem. Por sua vez, o "opto A" interrompe o motor,
preparando-o para ser acionado no sentido inverso.

O "opto R" pode ser posicionado no inicio do reator de acordo com
o tamanho do monossegmento (amostra e bolhas de ar), garantindo que o
motor de passo seja acionado tdo logo a injegcdo seja completada. O emprego
deste sensor Optico simplifica a operagdo da valvula amostradora, pois o
momento de retorno para a posigdo inicial independe da vazdo do fluido
transportador, 0 que nao ocorreria se isto fosse efetuado com base no tempo.
Além do mais, este sensor também facilita o gerenciamento do sistema pelo
microcomputador, gue tem a tarefa de apenas determinar o momento da inje¢éao

da amostra.

motor de passo

haste localizadora

B ooto!
opte R
fluido -i- opto A
transportador ! H reator
. | -~ - o
ar / o h".‘\
- .
amastra

Figura VI.2. Diagrama esquematico da valvula amostradora automatica (posi¢ao de
amostragemj.
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VI.1.2. Moddulo Automatico de Adigao de Reagentes

O moédulo foi desenvolvido para que a adigdo de reagentes a
amostra fosse efetuada apenas no monossegmento, sendo mantidas as
caracteristicas do trabalho original [94], isto &, amostra e reagentes contidos
apenas no espaco delimitado pelas duas bolhas de ar. Este moddulo consiste em
um ponio de adicdo de reagente situado entre dois sensores 6pticos, uma
microvalvula solenoide de trés vias (12 V, 80 mA) e um circuito eletrénico capaz
de extrair os sinais logicos dos sensores e acionar a valvula durante a
passagem do monossegmento.

O ponto de adicdo, mostrade na Figura V1.3, foi feito através da
insergdo de uma agulha de seringa hipodérmica, cuja ponta foi previamente
lixada, em um tubo de PTFE de 1,6 mm de didmetro internc e posteriormente
fixada em um bloco de resina poliéster. A inser¢do de varias agulhas proximas
uma das outras, fixadas em um mesmo bloco, permite que varios reagentes
sejam adicionados em um mesmo ponto (por exemplo, a Figura VI.3 mostra um
ponto de adigdo para até dois reagentes).

A Figura V0.4 mostra um diagrama esgquematico do mdédulo,
indicando a posi¢do dos sensores opticos com relagdo ao ponto de injegéo. Os
sensores foram separados por uma distancia de 45 mm (centro a centro), que &
equivalente a um volume de aproximadamente 90 pl para o tubo de PTFE
usado e uma (ou mais} agulha para adigdo do reagente foi colocada a 10 mm do
centro do primeiro sensor (opto 1). Obviamente, a4 cada agulha deve estar
associada uma valvula solendide para a adigéo do reagente.

Os circuitos eletrénicos analdgicos e digitais para extragdo de
sinais dos sensores Opticos e para o acionamento da valvula solendide sao

mostrados no Apéndice VIIIL6.
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Figura V1.3. Desenho em perspectiva do "ponto” de adigio de reagentes.
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Figura V1.4, Diagrama esquematico do modulo de adigao de reagentes (o ponto P
mosira apenas uma agulha).
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A passagem das bolhas de ar pelos sensores determina o
funcionamento do madulo. Quando a bolha frontai (B1) do monossegmento
atinge o segundo sensor Optico (opto 2), a valvula solenoide & automaticamente
acionada, adicionando reagente 4 amostra. Quando a segunda bolha (B2)
atinge o primeiro sensor Optico (opto 1), a valvula & automaticamente desligada.
Nada ocorre quando a primeira bolha de ar passa pelo "opto 1" e a segunda
passa pelo "opto 2". Todos estes eventos ocorrem independentemente do
microcomputador, que tem as tarefas de, antes da realizagdo de uma
determinagéo, reinicializar o circuito eletrénico ("reset”) para que funcione da
forma como descrito € selecionar quais valvulas deveréo ser acionadas. Por
exemplo, o modulo da Figura V1.3 pode ser usado para a adicdo de um ou dois
reagentes; se apenas um for selecionado para adigdo, o outro circulara pela
bomba peristaltica e retornara para o frasco. Estas operagdes de '"reset” e
selegdo também podem ser efetuadas, como no caso da valvula amostradora,
através de chaves, tornando este modulo independente do microcomputador e
possibilitando o seu uso em um analisador monossegmentado naoc-automatico.

A principal limita¢ao deste médulo esta relacionada a formacéao de
pequenas bolhas de ar no analisador e suas passagens pelos sensores opticos,
eliminando o sincronismo da adigdo de reagentes. Este problema foi suplantado
incorporando-se ao circuito eletronico (Apéndice VIi.6) um dispositivo que torna
lenta a transigao entre os niveis logicos dos sensores, possibilitando que ela
ocarra somente se a troca de ar por solugdo (e vice-versa) permanecer por um
determinado periodo de tempo. Desta forma, estes dispositivos tornam-se
insensiveis a uma pequena bolha ou, analogamente, a uma pequena porgdo de
solugdo no meio de uma bolha de ar. Naturalmente, esta imunidade depende
nao s6 do tamanho da bolha espuria mas tambem da vazdo do fluido

transportador e, por estas razdes, o "atraso" na resposta do sensor pode ser
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reguiado, no préprio circuito eletrénico, em fungao destas duas variaveis.
Finalmente, para que fosse evitada a adigdo de reagentes a segunda bolha de
ar do monossegmento por causa deste "atraso”, foi necessario afastar a agulha

hipodérmica do primeiro sensor 6ptico, como mostrado na Figura Vi1.4.

VI.1.3. Sistema de Detecgao

O sistema de detecgdo do analisador de fluxo monossegmentado
é constituido pelo espectrofotdmetro multicanal descrito anteriormente, por uma
cela de fluxo e por um sensor éptico que indica o momento para a aquisi¢do de
dados, isto é, quando a cela esta preenchida com a amostra.

A cela de fluxo, mostrada na Figura VI.5, foi construida a partir de
uma barra de PTFE grafitado (diametro de 25 mm), de maneira semelhante a
descrita por Tubino [154). Esta cela possui janelas de acrilico (espessura de 1,0
mm), o qual & transparente a radiacdo visivel [155], possuindo, ainda, a
vantagem de minimizar a dispersao pois sua molhabilidade por solu¢des
aquosas & pequena. O caminho optico tem 5 mm de comprimento, com um
didmetro de 1,6 mm (igual ao didmetro interno do tubo de PTFE).

QO sensor 6ptico do sistema foi colocado apds a cela de detecgao,
a uma distancia sempre determinada em fungao dos volumes da primeira bolha
de ar e da amostra do monossegmento. Este posicionamento foi efetuado de
forma que a parte central do monossegmento estivesse dentro da cela quando a
primeira bolha atingisse o sensor dptico, cujo circuito eletrdénico para a extragéo
de sinais (idéntico ao descrito para 0 médulo de adigcéo de reagentes, incluindo
o "atraso" na resposta) e para a identificagdo das bolhas de ar € mostrado no

Apéndice VIIL.7. No decorrer de uma determinagéo, o microcomputador pode
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verificar quase que continuamente o nivel l6gico gerado pelo sensor optico (ar
ou solugdo), podendo, ainda, discernir quais das bolhas de ar do
monossegmento o atingiu. Caso seja a primeira bolha, a cela esta preenchida

com a amostra e a aquisicio de dados pode ser efetuada.

fluido janela de
transportador acnllco
entrada para

WM :m/aoptlca
--l,-L W A

8 mm 20 mm 11 mm

13 mm

Figura VI.5. Corte lateral da cela de fluxo do analisador.

Vi.-1.4. Descrigdo Geral do Analisador: "hard" e
"software"”

O analisador automatico de fluxo monossegmentado foi construido
conforme o diagrama mostrado na Figura VI.6. Embora ndo esteja indicado
nesta figura, para preservar a clareza do diagrama, a interface pode acionar
tanto & bomba peristaltica como a valvula amostradora e tem acesso a todos os
sensores opticos do analisador. Neste diagrama, pelo mesmo motivo, nao estio
constando as valvulas solendides dos médulos de adigao 1 e 2, os quais podem
adicionar até trés e dois reagentes, respectivamente. O primeiro sensor dptico
do médulo de adigdo 1 foi também empregado para gerar o sinal légico de

retorno da valvula amostradora para a posigao de amostragem.
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O controle do instrumento foi efetuado com um microcomputador
padrao IBM-AT 386SX, através de uma porta do usuario {(Apéndice VII.9)
baseada no Cl 8255 [156], que se comunica com a interface paralela de 8 bits”.
Esta interface foi construida em fungdo das opera¢bes desempenhadas pelo
analisador, mas possui um padrdc de comunicagdo (decodificagdo de

enderecos) basico, cujos detalhes também saoc mostrados no Apéndice VII1.10.

RS232C
®
XY — —
e )
bomba o
peristaitica fibra aptica
i - . ) apto
g:?ggador ' =N | madulo 1 madulo 2 detecgao
—- ] Al A .
a r o N .
. i -— © reater1 T reator 2
— amostra \
— - l: valvuia cela de
amastradora fonte de o fluxo
radiagio L ]

Figura VI.6. Diagrama esquematico do analisador de fluxo monossegmentado.

O programa computacional do analisador foi escrito em QuickBasic
45 (Apéndice VII.11), contendo instrugbes para acionamento da bomba
peristaltica, valvula amostradora e moédulos de adigao e para controle do
espectrofotdmetro multicanal. No entanto, as vazées do fluido transportador e
reagentes, isto €, a velocidade da bomba peristaltica nao pode ser controlada
por "software”. Este programa permite que os procedimentos preliminares para

acerto do analisador, tais como preenchimento do reator com o fluido

* O controle do espectrofotémetro foi realizado através de uma porta de comunicagéo serial
R$232C, como descrito no capitule I, secao 111.1.2.1.
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transportador e dos modulos de adigdo com os reagentes e posicionamento da
valvula amostradora, sejam efetuados no inicio da operagdo do instrumento.

Com relagcdo aos pardmetros de andlise, o programa deve ser
alimentado com o nome da espécie a ser determinada, numero de padroes (3a
7) e respectivas concentra¢gdes, nimero de replicatas (1 a 3), reagentes a serem
adicionados (até 3 no primeiro ponto de adigéo e até 2 no segundo), largura de
banda (1, 2 ou 3 nm) e comprimento de onda (hnm) a serem monitorados,

O controle do espectrofotdometro foi efetuado de maneira similar a
descrita no capitulo Il desta tese, empregando-se o mesmo programa escrito em
Assembler 8085 (Apéndice VIII.3). Entretanto, no desenvolvimento do programa
em QuickBasic, a escolha do numero de varreduras completas (1 a 5) para
obteng&o de um espectro como média foi mantida, mas a transferéncia dos
dados do sistema minimo para o microcomputador foi limitada apenas aos
diodos de interesse. A partir do comprimento de onda escolhido pelo usuario e
dos dados de calibragdo do espectrofotdmetro (dispersao linear e faixa de
comprimento de onda monitorada), o microcomputador externo pode determinar
o diodo em questéo e, tendo este diodo como elemento central, a transferéncia
dos sinais relativos a 3, 5 ou 9 diodos pode ser efetuada em fungio das larguras
de banda de 1, 2 ou 3 nm, respectivamente, uma vez que a dispersio linear do
espectrofotémetro & de 0,384 nm diodo-1. A intensidade correspondente a um
determinado comprimento de onda &, portanto, obtida através da média sem
peso dos sinais dos diodos, em adigio & média de varreduras efetuada na
aquisi¢ao de um espectro. Tanto as intensidades dos sinais como os parametros
empregados em uma determinagido sdo armazenados no microcomputador
principal em arquivos determinados pelo usuario.

No inicio de uma determinagdo, o programa requisita que uma

medida de referéncia seja efetuada para o processamento dos sinais. Isto feito,
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o programa indica a solugdo {(padrdo ou amostra) que deve ser apresentada
para injecao no analisador. O processamento dos dados ¢ feito em tempo real e
os resultados mostrados no monitor de video do computador. Uma curva de
calibragdo € construida com os valores de absorbancia dos padrées e, apés a
deteccdo do ultimo padrdo, o ajuste da curva é efetuado pelo método dos
minimos quadrados e os valores da calibragdo apresentados (coeficientes
linear, angular e de correiagéo). Desta forma, assim que uma amostra atinge o
detector, o valor de absorbancia e o de concentragdo, calculado a partir da
calibragao, sdo apresentados em forma de tabela. Este "relatério” mostrado no
video do microcomputador pade, a critério do usudrio, ser enviado para uma
impressora.

Os controles de injecdo e deteccdo (padrdo e amostra) sao
realizados através de contadores independentes, pois vérias amostras podem
ser processadas simultaneamente no analisador de fluxo monossegmentado.
No entanto, o programa cemputacional naoc necessita do numero de amostras
que deverdo ser analisadas, permitindo gque uma determinagdo seja
interrompida a qualgquer momento. Assim, uma vez dada a instrugdo de
interrupgdo, o analisador continua em operagdo até que a Ultima amostra

injetada atinja o detector.

VI.2. Solugdes para Avaliacido do Analisador

As solugbes de permanganato de potassio foram preparadas a
partir de uma solugao estoque 1,0 x 10-2 mol L-1, filtrada em algodso de fibra
de vidro antes do uso. As solugbes padrao de Cr(Vl) foram preparadas na faixa

de 0,200 a 1,400 mg L-1, por diluigao apropriada de uma solugao estoque de
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1000 mg L-*. A solugao de difeniicarbazida 0,25 % (m/v) foi preparada em acido

acético 25 % (v/v). Solugao de acido sulfurico 2,0 mol L1,

VI.3. Resultados e Discussao

VI.3.1. Interagao Instrumento-Usuario

O programa de controle do analisador foi escritc com a mesma
filosofia empregada no desenvoivimento do espectrofotémetro, onde a interagao
com o usuario ocorre através de menus mostrados no video do
microcomputador. Portanto, da mesma forma que a descrita no capitulo I,
se¢ao 111.3.1, o programa computacional indica ao usuario as operagbes que
devemn ser efetuadas para que o analisador seja colocado em funcionamento,
possibilitando, ainda, que o procedimento de varredura {tempo de integragéo
constante ou variavel) do arranjo de diodos seja escolhido,

Apos estas operagoes preliminares, um menu principal € mostrado
ao usuario, cujas opg¢des permitem, como descrito, que o posicionamento da
valvula amostradora seja efetuado, que o analisador € 0os médulos de adigao
sejam preenchidos, respectivamente, com fluido transportador e reagentes, que
0s pardmetros de analise e do espectrofotdmetro sejam determinados e,
finalmente, que a analise da amostra seja iniciada. Embora o preenchimento
inicial do analisador com o fluido transportador possa ser feito automaticamente,
a presenga de bolhas de ar deve ser verificada visualmente pelo usuario e
estas, se existirem, devem ser retiradas antes de se iniciar uma determinacao.

Quando a analise da amostra & iniciada, um espectro de referéncia

& requisitado pelo programa. Neste caso, a prova em branco deve ser injetada,
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sendo adiconados todos os reagentes necessarios para se efetuar a
determinagdo. Quando a amostra atinge o detector, o funcionamento da bomba
peristaltica & interrompido, um espectro é obtido e os valores das intensidades
dos sinais dos diodos (3, 5 ou 9, dependendo da largura de banda escolhida)
sao mostrados na tela de video. Desta forma, o usuario pode ajustar o "zero" do
espectrofotdmetro, variando o tempo de integragio, para utilizar toda a faixa
dindmica do conversor analogico/digital (valor maximo de 255). Apods a obtengéo
da prova em branco, os padrdes e amostras sao requisitados para injegao no
analisador. Para garantir que as injecdes sejam efetuadas em intervalos
regulares, o programa produz um sinal sonoro {"bip") ininterrupto sempre que a
solucao tiver que ser trocada para amostragem.

Finaimente, o usuario define, antes da obtengcdo da prova em
branco, o nome principal do arquivo, a partir do qual s&o criados outros, com
extensbes pm, std e cfa, onde sdo armazenados os parametros de analise, as
concentragbes das solugdes padrdo e as intensidades dos sinais obtidos,

respectivamente.

VI.3.2. Avaliacao do analisador

Os experimentos para a avaliacdo do analisador foram realizados
empregando-se uma configuragao similar 4 mostrada na Figura V1.6, na qual o
reator 1 foi retirado e o reator 2 consistiu de uma bobina de PTFE de 1,50 m de
comprimento e 1,6 mm de didmetro interno. A vazdo do fluido transportador
(agua) foi fixada em 2,00 mL min-1, fornecendo um tempo de residéncia de 90 s,
apos o segundo mdédulo de adigao de reagentes. As bolhas de ar anterior e

posterior a amostra do monossegmento foram de 90 e 50 pL, respectivamente.
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A principal limitagdo do analisador, como citade anteriormente,
esta relacionada com a preseng¢a de pequenas bolhas de ar dentro do reator, as
quais podem tanto eliminar o sincronismo do médulo de adicédo de reagentes
como causar um erro na contagem de amostras que atingem o detector. Desta
forma, as sensibilidades dos sensores épticos do analisador foram ajustadas,
em fungdo da vazdo do fluido transportador (2,00 mL rnin‘1). tornando-os
imunes as bolhas de até 20 L. Eventualmente, uma destas pequenas bolhas
pode ficar presa na cela de detecg¢do, mas, na maioria das vezes, é facilmente
carregada pelas boihas maiores do monossegmento.

Em algumas circunstancias pode ficar dificil avaliar o desempenho
do analisador isoladamente do espectrofotdmetro multicanal empregado como
detector. Neste sentido, inicialmente foram realizados alguns experimentos para
a verificagao do comportamento do madulo de adicio de reagentes na auséncia
de reagbes quimicas, com o mesmo fotdbmetro empregade no estudo da
dispersdo em MSFA [139], cujo sinal foi enviado a um registrador
potenciométrico. A Tabela VI.1 mostra os resultados obtidos pela adicio de uma
solugdo de permanganato de potassio 1,0 x 10-3 mol L-1 a um monossegmento
de 300 ul de agua, quando foram utilizadas diferentes vazdes para o reagente.
A mistura do reagente & amostra deve ocorrer conforme o modelo descrito na
Figura V.2 ("bolus flow") e, visualmente, pode ser observada a homogeneidade
da solugéo resultante, a qual foi confirmada pelo registro de um sinal similar ao
mostrado na Figura V.3. O grafico da altura do sinal analitico em fungao da
vazao do reagente, mostrado na Figura V1.7, ¢ linear até uma concentragao de
permanganato de potassio igual a 2,19 x 104 mol L-1 (r = 0,9990), sendo que o

desvio ocorrido pode ser atribuido ao fotémetro empregado.
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Tabela VI.1. Resultados obtidos com a adigdo de uma solugdo de permanganato de
potassio 1,0 x 10-3 mol L-* a um monossegmento de 300 ul de agua

(vazio do fluido transportador = 2,00 mL min-1).

vazido (mL min-1) aitura (mm)*  Vag (uL}* € x 104 (mol L-1)""

0,05 11,7 £ 0,6 8.4 0,27
0,07 18,1+ 0,3 11,8 0,38
0,16 336+19 27,0 0,83
0,28 64,3+ 1,5 47,2 1,36
0,50 110,1 £ 1,1 84,3 2,19
0,60 1245+ 0,9 101,1 2,52
0,80 153,3 £2,0 134.8 3,10
1,00 178,7 £ 2,1 168,5 3,60
1,10 187,0 £2,3 185,4 3,82
1,43 2158 £ 1,6 241,0 4,45

(*} média de 5 determina¢des + estimativa do desvio padrio,
(=} o volume adicionado de KMnQOy4 e a concentragao final da solugéo foram estimados a partir

do tempo no qual a valvula solendide permanecia aberta para a adigéo do reagente (10,1 s).

O desempenho do analisador foi também avaliado através da
reacdo de cromo (VI) com difenilcarbazida (DFC) em meio &acidoc. As
concentragées dos reagentes (DFC 0,25 % e H2804 2,0 mol L-1) e suas
respectivas vazdes (0,07 e 0,05 mL min"‘) foram determinadas a partir do
método manual [157] e da vazdo do fluido transportador (2,00 mL min-1). Os
monossegmentos contendo 300 pl de solugdo padrao foram injetados a uma
frequéncia de 60 amostras h-1 e as solugbes de acido sulfurico e DFC
adicionadas consecutivamente através dos dois médulos de adigdo. O
espectrofotdbmetro multicanal foi empregado como detector e as medidas de

absorbancia, em 540 nm, foram obtidas a partir da média das intensidades dos
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Figura VI.7. Curva obtida com a adigdo de uma solugéo de KMnOg4 1,0 x 10-3 mol L-1
em um monossegmento de 300 plL de agua.

sinais de 5 varreduras. A Tabela V1.2 mostra os resultados de uma calibracgéo,
cujas medidas foram efetuadas em triplicata, empregando-se uma largura de
banda de 3 nm (isto &, média de 9 diodos).

Os resultados mostrados nesta tabela indicam que, nas condigbes
empregadas, n&o existe intercontaminagdo significativa entre as amostras,
comprovada pela injecdo de uma prova em branco apés o padrdo de Cr(VI) de
1,400 mg L-1. A precisao das medidas de absorbancia, avaliada pelas
estimativas dos desvios padrdo, concorda com a obtida na avaliagdo do
espectrofotdmetro na auséncia de reagdes (capitulo Il, secao 111.3.2), atestando
0 bom desempenho do analisador. A curva de calibragao construida com os

dados da Tabela V1.2 (excetuando-se a prova em branco) se mostrou linear até
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pelo menos 1,400 mg L-1 (r = 0,9997), com coeficientes linear e angular iguais a
0,0078 e 0,2880, respectivamente. A sensibilidade e a linearidade obtidas
concordam com aquelas obtidas por Pasquini [120], em um analisador
monossegmentado ndo-automatico. As curvas de calibragéo obtidas atraves de
um dnica inje¢do dos padrdes e/ou através das medidas de absorbancia com
uma largura de banda de 1 nm (média de 3 diodos) nado apresentaram

diferengas significativas da curva aqui descrita.

Tabela VI.2. Valores de absorbancia obtidos na reagao de solugdes padrao de Cr(VI1)
com DFC em meio acido.

C (mg L-1) A1 A2 A3 A(média) + s
0,200 0,0599 0,0608 0,0626  0,0611 + 0,0014
0,400 0,1242 0,1250 0,1235  0,1242 + 0,0008
0,600 0,1815 0,1827 0,1835  0,1826 + 0,0010
0,800 0,2381 0,2408 0,2409  0,2399 + 0,0015
1,000 0,2991 0,2993 0,2991  0,2992 + 0,0001
1,200 0,3479 0,3578 0,3551  0,3536 + 0,0051
1,400 0,4073 0,4046 0,4088  0,4069 + 0,0021
0,000 0,0006 0,0008 0,0034 0,0016 + 0,0016

A injegdo de 300 plL de amostra, como efetuada no experimento
descrito, consumiu 7,5 L da solugio de acido sulfurico e 12 pL da solugao de
DFC. Por outro lado, quando apenas 100 pL de amostra foram injetados, o
consumo destes reagentes diminuiu para 2,5 e 4,0 pl, respectivamente.
Entretanto, a sensibilidade permaneceu constante apesar destas alteragbes e a
estimativa do desvio padrdo das medidas de absorbancia para a injecao de 10
replicatas de uma solugao de Cr(Vl) de 1,000 mg L-1 aumentou de 0,0016 para

0,0031. O fato da sensibilidade obtida ser independente do volume de amostra
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injetado & consequéncia da adigio de reagentes ocorrer somente na amostra do
monossegmento. A quantidade adicionada de reagente € sempre proporcional
ao tamanho da amostra, sendo que a adicdo & efetuada a uma razao
determinada apenas pelas vazbes do fluido transportador e reagentes.
Naturalmente, & esperado que a precisdo das medidas seja prejudicada com a
diminuicao do volume da amostra. Apesar da baixa molhabilidade dos materiais
do analisador (PTFE e acrilico das janelas da cela de detecgéo), existem
conexdes que possuem um pequeno volume morto, onde o fluido transportador
e a amostra podem ficar estagnados, necessitando, portanto, de uma "etapa” de
limpeza que compromete a precisdo das medidas quando o volume de amostra
é diminuido.

Finalmente, a frequéncia de amostragem foi aumentada para 120
h-1 e as vazées do fluido transportador e reagentes foram dobradas, pela
alteragdo da velocidade da bomba peristaltica. A curva de calibragéo obtida
através da injecdo de 100 pL das solugdes padrao de Cr(VI) apresentou a
mesma sensibilidade que as anteriores e a injegado de 10 replicatas de um
padrdo contendo 1,000 mg L-1 de Cr(Vl) forneceu uma estimativa de desvio
padrao de 0,0051. Novamente a sensibilidade nao foi alterada, pois a proporgéo
na qual ocorreu a mistura de amostra e reagentes foi mantida constante e o
tempo de permanéncia da amostra no analisador foi suficiente para que a

reacao se completasse.

Vi.4. Conclusoes

O analisador automatico de fluxo monossegmentado desenvolvido

apresentou um bom desempenho, trazendo novas persperctivas para a MSFA.
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de adigdo e que os moddulos utilizados possam ser reinicializados
individuaimente.

Finaimente, o bom desempenho do analisador € fundamentado na
estabilidade do monossegmento. Neste aspecto, o uso de reatores de PTFE na
analise de amostras aquosas com baixa viscosidade parece garantir esta
estabilidade, contribuindo, ainda, para uma pequena dispersao da amostra,

minimizando uma possivel intercontaminagio.
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Provavelmente a mais significativa destas perspectivas seja a possibilidade de
se realizar reagbes sequenciais, sem descaracterizar o monossegmento, uma
vez que 0s reagentes sao adicionados apenas & amostra.

O mddulo automatico de adigdo de reagentes trouxe uma série de
vantagens ao analisador construido. Como discutido, a sensibilidade se tornou
independente do volume de amostra injetado, sendo determinada apenas pela
razao das vazbes do reagente e do fluido transportador. Além do mais, este
moédulo permite que o consumo de reagentes seja menor que nos outros
sistemas de andlises em fluxo, pois ndo sdo continuamente adicionados ao
analisador. Entretanto, traz como desvantagens a necessidade de se empregar
reagentes com concentragdes relativamente altas e vazdes bastante baixas. Em
primeiro lugar, o reagente deve ser adicionade a uma vazao baixa para gque nao
seja alterado de forma significativa o tempo de residéncia da amostra no
analisador, principalmente nos casos em que a reagéo ndo se completa. Como
consequéncia, devem ser empregadas solugbes reagentes com altas
concentragtes, que podem comprometer a durabilidade dos cabos de
bombeamento e que, em casos especiais, podem ser limitadas pelas
solubilidades destes reagentes.

O desempenho do analisador pode ser melhorado através da
utilizagdo tanto de uma bomba peristaltica cuja velocidade possa ser controlada
pelo microcomputador como de um amostrador automatico. A experiéncia
adquirida com a construg@o e a operagédo deste analisador, permite afirmar que
o desempenho também pode ser melhorado com o desenvolvimento de um
programa computacional capaz de realizar o ajuste automatico da prova em
branco e com a construgdo de outro circuito eletrénico, onde o sensor optico

empregado para retorno da valvula de inje¢do seja separado do primeiro médulo



VII. APLICAGCAO DO ANALISADOR A AMOSTRAS DE
INTERESSE CLINICO

C analisador automatico de fluxo monossegmentado foi aplicado a
determinagdo de glicose, creatinina e uréia em amostras de plasma ou soro
sanguineos’. A escolha recaiu sobre estas substancias pois, certamente,
constam na maioria dos pedidos de exames médicos. Por exempio, o Servigo de
Bioquimica Clinica do Laboratério de Patologia Clinica do Hospital da UNICAMP
realiza, mensalmente, cerca de 50000 determinagbes (envolvendo 22
substancias), das quais 7000 sdo de glicose, 5500 de uréia e 7000 de
creatinina, o que significa aproximadamente 40 % de toda a demanda.

Para que o analisador se tornasse um instrumento dedicado as
determinacdes das referidas substancias, foram necessarias algumas modifica-
¢des no programa computacional, nos reatores e no sistema de amostragem.

No programa computacional, os procedimentos para a operagao
do analisador foram mantidos da mesma forma como a descrita no capitulo Vi.
Entretanto, o programa foi modificado com relagdo aos pardmetros de analise,
sendo, neste caso, apenas necessario que o operador indique qual a substancia
a ser determinada (dentre as 3 mostradas no monitor), para que,
automaticarmente, sejam definidos pelo microcomputador o comprimento de
onda a ser monitorado e os reagentes a serem adicionados. O programa deve
ser alimentado, como anteriormente, com o numero de padrdes e respectivas

concentracdes, numero de replicatas e largura de banda a ser monitorada.

"o plasma é um fluido claro e amarelado obtido através da centrifugacao do sangue total, ao qual
foi previamente adicionado um anti-coagulante. O soro sanguineo & o fluido obtido a partir da
coagulagao do sangue total e diferencia-se do plasma devido a auséncia de fibrinogénio e
proteinas da coagulagio [158].
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Os reatores de PTFE foram trocados por outros de vidro, uma vez
que os monossegmentos contendo amostras de soro ou plasma nado se
mantiveram estaveis com o uso do primeiro material. Este fato pode ser
explicado pela qualidade das amostras analisadas, que possuem grandes
quantidades de proteinas, cujas interagées com uma superficie hidrofébica
(PTFE) sao maiores que com uma hidrofilica (vidro).

Finalmente, foi incorporado a valvula amostradora um sistema de
diluicao. Este procedimento de diluigdo foi necessario pois além das substancias
a serem determinadas estarem em altas concentragdes no sangue, os métodos
de determinagdo empregados sdo relativamente sensiveis. Além disto, nao
haveria muito sentido em se desenvolver um analisador capaz de processar 90

amostras por hora, as quais deveriam ser diluidas manualmente.

Vii1. Sistema de Diluigao

Os sistemas em fluxo possibilitam o desenvolvimento de métodos
de analise bastante rapidos, pois empregam aitas frequéncias de amostragem,
normalmente da ordem de 120 a 240 h-1. Entretanto, esta rapidez nas andlises
nao inclui as etapas previas de tratamento da amostra, onde um procedimento
de diluigdo pode ser necessario.

Na analise por injegdo em fluxo, a diluicao da amostra ocorre
devido a sua dispers&o no fluido transportador. Os processos mais simples
consistem na diminuigao do volume de amostra injetada e no aumento do
diametro efou comprimento do tubo do reator. Entretanto, a dispersido
conseguida desta maneira, com a consequente diluicdo, pode nao ser suficiente

para ajustar o sinal analitico de amostras relativamente concentradas. Neste
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sentido, varios procedimentos tém sido descritos na literatura para se realizar
diluigdes em analisadores FIA, os quais incluem sistemas em confluéncia [149],
de reamostragem da zona dispersa [159,160], com divisdo de fluxo [151,161],
com bombeamento diferencial [162], de diluigdo em cascata {163], com pré-
vaivula [164], de diaiise [165] e de diluicao eletrdnica [1686].

Estes procedimentos de diluigao utilizados nos sistemas FIA estiao
baseados em gradientes de concentragdo, gerados através da injecao da
amostra e/ou padrdo em um fluido transportador. Todavia, estes gradientes sdo,
até o momento, incompativeis com os analisadores de fluxo monossegmentado,
nos quais a amostra permanece entre duas bolhas de ar, em uma solucio
praticamente homogénea, sofrendo uma dispersao minima. Ademais, o uso de
configuragdes simpies para a diluigdo de amostras em fluxo, tais como os
sistemas em confluéncia, é invidvel pois destroem a integridade do
monossegmento. Neste sentido, foi desenvolvido um procedimento de diluicao
em sistemas de fluxo monossegmentado, que emprega uma valvula
amostradora de 3 canais [96] e que permite que a dilvicdo seja efetuada
simultaneamente com a inje¢do da amostra, sem a necessidade de se gerar

gradientes de concentracio.

VIl.1.1. Descri¢do do Sistema

O sistema de diluigdo desenvolvido utiliza mais duas alcas,
semelhantes as de ar, que contdm o fluido diluidor. A Figura VII.1 mostra um
diagrama da configuragdo necessaria para que seja efetuada esta diluigao.

Com a vélvula amostradora na posigdo de amostragem, as aigas

L1e L2, as algas L3 e L4 e a alga Lam sdo preenchidas com ar, fluido diluidor e
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amostra, respectivamente. Quando a valvula é comutada para a posicao de
injegéo, o fluido transportador conduz 0 monossegmento constituido de arffluido
diluidorfamostraffluido diluidor/ar (L2/L4/Lam/L3/L1, nesta ordem) para o reator
do analisador. O fluido transportador também pode ser utilizado para a diluicac
da amostra e, neste caso, a entrada do fluido diluidor e a respectiva saida para
descarte podem ser fechadas. Embora pareca ser um cuidado desnecessario,
principalmente se tubos de PTFE forem empregados, a alga de amostragem
pode ser limpa com maior eficiéncia caso a alga de diluigdo L4 seja a menor
possivel. Desta forma, as escolhas dos volumes das algas de diluicao L3 e de

amostragem Lam podem ser feitas de acordo com a dilui¢go desejada.

(a)
fluido 4 4
transportador | : — g reator
a ™ - &5\ = —® descarte
o ~
fluido - | .
e b : —™ descarte
) B
diluidor L3 /¢, L4
G Lam |
descarte % ¥ 5 *
F:r amaostra
(b)
fluida
transportador 1., % g reator
’ - o —
—- g ™ descarte
ar / , y \ L2
fluido —
i . descarte
diluidor :
Lam | \ L4
descarte # : g ; amostra

Figura VIi.1. Diagrama do sistema de diluigdo com amostragem convencional:
valvula nas posigbes de (a) amostragem e (b) injegéo.
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O volume da alga de amostragem Lam & também determinado
pelo "volume morto" do injetor proporcional, isto €, o volume devido as
perfuragbes efetuadas para a conexdo dos tubos de PTFE. Em algumas
circustancias este volume é relativamente alto e uma diluigao significativa pode
ser obtida somente com o aumento da alga de diluicdo. Entretanto, o aumento
de volume do monossegmento acarreta um maior consumo de reagentes no
analisador, como discutido no capitulo VI. Para contornar este problema, foi
tambem desenvolvido um sistema para amostragem hidrodinamica [167], que
possibilita a inje¢&o de amostras com volumes menores que 10 uL. Neste caso,
necessariamente, o fluido transportador deve ser empregado para a diluicao da
amostra, devendo permanecer estatico durante a amostragem. A Figura VII.2
mostra este sistema e, no detalhe, a "alga” de amostragem, que, na verdade, é
um pequeno bioco de acrilico, no qual foram feitos orificios de 0,5 mm de
diametro. O volume de amostra injetado & determinado pelo comprimento de um

destes orificios, eliminando o volume morto que existe no corpo do injetor.

fluido y
transportador 5 : » reator
» —® descarte
ar ] n
L1 / \ L2
o
L3 M L4
descarte “%— f \ -— amostra
L3 Lam L4
descarte -— ,f 1 i -#— amostra

Figura VI.2. Diagrama do sistema de diluigdo com amostragem hidrodinamica
{valvula na posicac de amostragem).
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VIL1.2. Avaliagdo do Sistema de Diluicdo

A configuragao descrita na avaliagdo do analisador também foi
utilizada, com pequenas alteragées, para se verificar o desempenho do sistema
de diluigao, isto &, vazao do fluido transportador (4gua) de 2,00 mL min'1, reator
de PTFE de 1,5 m, frequéncia de amostragem de 90 h-1e alcas de ar L1 e L2
com 50 e 90 uL, respectivamente. O volume da alga de diluicao L4 foi fixado em
50 ulk, sendo empregado o proprio transportador como fluido diluidor.

Inicalmente foi verificada a homogeneidade do monossegmento,
através da injegao de 20 pL de uma solugdo de KMnQO4 1,0 x 10-2 mol L-1 em
um monossegmento de 400 ul. Neste experimento foi utilizada a amostragem
convencional (20 uL € o menor volume que pode ser amostrado com este
sistema) e o volume da alga de diluigado L3 foi igual a 330 pL. A Tabela VII.1
relaciona as medidas de absorbancia efetuadas em 525 nm e em diferentes
pontos do monossegmento, que foram realizadas alterando-se a posigdo do

sensor dptico de detecgao de amostra (mostrado na Figura VI.5).

Tabela VIl.1. Valores de absorbancia obtidos em varios pontos do monossegmento.

localizagdo (A £s)1

tnicio 0,388 + 0,007

29 0,379 £ 0,003

39 0,388 £ 0,003

40 0,402 £ 0,005

50 0,400 + 0,006
final 0,399 + 0,006
manual? 0,400 + 0,005

(1} media = estimativa do desvio padrac de 10 repiicatas.
(2) medidas efetuadas no centro do monossegmento.
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Os resultados mostrados nesta tabela permitem concluir que ©
monossegmento € homogéneo, sendo que 0s menores valores de absorbancia,
obtidos quando as medidas foram feitas no inicioc do monossegmento, podem
ser consequéncia do processo de limpeza da cela de fluxo. Além disto, a
injecdo de 400 pl da sclugdo estoque de permanganato de potassio, diluida
manualmente 20 vezes, indica que a amostra praticamente ndo sofre dispersao
€ que a precisao das medidas néo esta relacionada com a homogeneidade do
monossegmento.

O sistema de diluicao foi também avaliado através da reagdo, em
meio acido, de Cr(VI) com difenilcarbazida. Basicamente, foi empregada a
mesma configuragdo descrita anteriormente, exceto que foram injetadas
solugdes padrao de Cr(Vl) de 50, 100, 150, 200 e 250 mg L-1. A Figura VII.3
mostra a curva de calibragio obtida com estes padrées, diluidos cerca de 150
vezes, atraves da injecdo de 2,5 uL em um monossegmento de 380 ul (volume
total das aigas de diluigdo L3 e L4), o0 que demonstra a eficiéncia do sistema
desenvolvido. A injegéo de 10 replicatas da solugdo de Cr(Vl) de 100 mg L-1
forneceu um resuitado de (101,65 £ 2,3) mg L-1, sugerindo que existe uma
pequena intercontaminacédo entre as amostras, verificada com a obtengao de
uma concentragao de 7,6 mg L-1 para a prova em branco injetada logo apés o
padrdo de 250 mg L-1. Esta contaminacéo pode ser proveniente da prépria
amostragem hidrodindmica, onde existe uma. interface de contato entre a
amostra e o fluido diluidor. Entretanto, € menos significativa quando as solugdes
injetadas possuem concentragdes semelhantes e seu efeito sobre o resultado
final pode ser minimizado com a inje¢cdo dos padrdes e/ou amostras em

triplicata.
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Figura VII.3. Curva de calibragdo de Cr(Vl) obtida com diluicio dos padries de 150
vezes (amostragem hidrodinamica).

VIi.1.3. Conclusdes

O sistema desenvolvido & bastante simples e eficiente para a
diluigdo de amostras em analise em fluxo monossegmentado, melhorando o
desempenho dos métodos baseados em MSFA, uma vez que elimina o
procedimento de diluigdo manual.

Alguns aspectos do sistema de diluicio desenvolvido necessitam
ser investigados com detalhes, pois podem ampliar o seu escopo de aplicagdes.

Por exemplo, as algas L3 e L4 podem ser empregadas para a adigdo de



aplicagdo do analisador a amostras de interesse clinico 118

reagentes a amostra (com consequente diluicéo), eliminando a amostragem por
bombeamento diferencial, que tem sido frequentemente utilizada [1 15-119]. Por
outro lado, caso ndo seja desejavel que a amostra sofra uma grande diluicdo, as
alcas L3 e L4 podem ser empregadas para amostra-la enquanto que o reagente
pode ser adicionado através de Lam. Além do mais, a alga Lam pode ser
utilizada para a adig@o de padrées sobre a solugdo problema amostrada através
de L.3 e L4. Da mesma forma, este sistema pode ser usado para a realizagéo de
titulagdes em analise em fluxo monossegmentado. A viabilidade destas
possiveis aplicagbes devera ser investigada num futuro proximo e, se
confirmada, o sistema podera ser chamado de "dupla amostragem” ao invés de
sistema de diluigzo.

Finalmente, a amostragem hidrodinamica proposta também pode
ser empregada em analise por injecdo em fluxo, através da eliminagao das alcas
de ar L1 e L2. A principal vantagem que pode ser obtida com este sistema esta
relacionada com a eliminagao da segunda bomba peristaltica, como descrito por

Ruzicka e Hansen [167].

Vil.2. Glicose, Creatinina e Uréia

As determinagdes de glicose, creatinina e uréia sdo as mais
solicitadas nos exames médicos pois, normalmente, estas substincias
possiblitam uma avaliagdo do estado clinico geral de um paciente. A
concentragdo de glicose € mantida no sangue dentro de certos niveis, regulados
pela insulina e por varios hormonios (tiroxina, por exemplo), que atuam no
sentido de diminui-la e aumenta-la, respectivamente. A diabetes & a principal

doenca decorrente de um alto nivel de glicose no sangue, indicando deficiéncias
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no metabolismo de carbohidratos. Por outro lado, uma baixa concentracéo de
glicose (hipoglicemia) raramente pode ser associada a alguma doenca grave. As
concentragbes de uréia e creatinina no sangue sdo indicadores das fungbes
renais e suas relagées podem caracterizar diferentes enfermidades [168].

Muito embora os analisadores automaticos atuaimente
empregados nos laboratdrios de grande porte sejam descontinuos [144-147),
varios trabalhos relacionados as determinag¢des de glicose, creatinina e uréia
tém sido descritos na literatura. Nestes trabalhos, citados a seguir, estdo
frequentemente envolvidos meétodos em fluxo que, além do baixo custo e
simplicidade, possibilitam uma aita frequéncia de amostragem e séo, portanto,
alternativas viaveis aos analisadores discretos, em especial para os pequenos
laboratérios de analises clinicas.

Os métodos de determinagdo de glicose em plasma, soro ou
sangue total sdo geralmente baseados em reacdes enzimaticas, nas quais s&o
empregadas, por exemplo, glicose-oxidase (GOD) [EC 1.1.3.4]" ou glicose-
desidrogenase (GDH) [EC 1.1.1.47] e que podem ser expressas pelas seguintes

equagdes [168].

GOD
B-D-glicose + HpO + O — acido glucdnico + Hp O

GDH
B-D-glicose + NADY —— glucono-3-lactona + NADH + HY

A enzima GDH tem sido empregada na construgao de eletrodos
quimicamente modificados, sendo a determinagao de glicose efetuada através

da detecgdo amperometrica do NADH formado [101,102]. A glicose-oxidase

" a GOD ¢é aitamente especifica para 8-D-glicose e a enzima mutarotase pode ser usada para
transformar o isébmero o no B [168].
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também tem sido utilizada na construgéo de biossensores amperométrico [169]
e espectrofotométrico [170], os quais, respectivamente, monitoram o peréxido
de hidrogénio ou o produto formado através da reagdo enzimatica deste
peroxido com reagentes especificos. Por sinal, estas determinaces
espectrofotométricas de glicose s&o as mais comuns, utilizando a reagdo do
peroxido de hidrogénio com um ou mais reagentes, catalisada pela enzima

peroxidase, conforme a equacao [153]:
POD
HpOp + DHp ——— 2Hy0 +D

onde DH2 & um doador de hidrogénic e o produto formado D é um croméforo.
Por exemplo, Toei tem utilizado a reagéo de perdxido de hidrogénio com fenol e
4-aminoantipirina para a determinagéo de glicose em sistemas FIA com parada
de fluxo [171] e com fluxo reverso [172,173)]. Esta mesma reagdo, com o uso de
2,4-diclorofenol em substituicdo ao fenol, tem sido empregada por Malcome-
Lawes e colaboradores [153] em um analisador de fluxo controlado por
computador e por Hsieh e Crouch [127] em um sistema de fluxo continuo
segmentado com parada de fluxo. Embora nestas metodologias tenham sido
usadas solugbes de glicose-oxidase para se efetuar a reacéo com a glicose,
esta enzima tem sido frequentemente imobilizada em biorreatores para sistemas
FIA [174-1786].

A determinagdo enzimatica da creatinina estad baseada na sua
reagao com a creatinina iminohidrolase ou creatininase [EC 3.5.4.21] (CIH), a

qual pode ser descrita pela seguinte equagao [168]):

CIH ..
creatinina + HoO ——— N-metilidantoina + NH4*
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seguida da detecgao do ion aménio formado. Alguns métodos de andlise por
injecdo em fluxo tém sido descritos na literatura, empregando reatores que
contém esta enzima imobilizada [177-178]. Entretanto, tais métodos sofrem
interferéncia do fon aménio endégeno (presente no sangue), 0 qual necessita
ser removido ou medido antes da determinagéo da creatinina. Apesar de menos
especifica e sofrer uma série de interferéncias (acetona, acidos piravico,
hiplrico e ascérbico, glicose, guanidina, cefaiosporina, proteinas, bilirrubina), a
reagdo da creatinina com o &cido picrico em meio alcalino (reacéo de Jaffé), é a
mais utilizada nos laboratdrios de analises clinicas. Embora esta reacao seja
conhecida desde 1886, a estrutura do produto ainda nao foi exatamente
determinada, sendo que tem sido proposta a formagdo de um aduto 1:1 entre a

creatinina e o ion picrato (complexo de Janovsky) [168]:

o
ON NO, § o
|
S
H NH
NO N—c 7
2 [l
H,C  NH

Esta reagdo também tem sido ainda estudada em seus aspectos cinéticos [179],
comparada com outras metodologias mais recentes [180] e frequentemente
empregada em sistemas FIA [181-183], em analisadores discretos [184] e de
fluxo monossegmentado [116], sendo nestes dois ultimos para a determinacao

de creatinina em urina.
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As determinagdes de uréia em soro sanguineo frequentemente

empregam sua reagao enzimatica com a urease [EC 3.5.1.5];
HoN - CO - NHp + 2 HpO ———» 2 NH4* + CO42-

O ion amodnio formado e as variagdes de pH ou de conduténcia,
que sao proporcionais a quantidade do analito na amostra, t&m side os
parametros medidos em varias metodologias de analise por injecao em fluxo. As
variagoes de pH ocorridas na reagéo tém sido determinadas com indicadores
acido-base [185,186] e eletrodo de vidro enzimatico [187] e as variagdes de
condutancia medidas diferencialmente com duas celas [188] ou com uma dnica
cela, apds a permeagao da aménia, através de uma membrana de PTFE, para
um fluido aceptor de 4gua desionizada [189]. A determinagao do ion amoénio tem
sido efetuada por potenciometria, empregando-se eletrodo enzimatico [190] e
por espectrofotometria, envolvendo seu acoplamento oxidative com hipociorito e
salicilato de sddio em meio alcalino [181]. A determinagdo nao-enzimatica da
uréia também tem sido realizada, através de sua reagac com o-ftalaideido e
naftiletilenodiamina, com detecgdo espectrofotométrica [192]. E importante
salientar que, em varios dos trabalhos citados tém sido utilizados biorreatores,
com a urease imobilizada natural [189] ou quimicamente [175,186,188,191].

Nesta tese, as determinagdes de glicose, creatinina e uréia em
plasma e soro sanguineos foram realizadas empregando-se metodologias
comuns aos laboratdrios de analises clinicas. Desta forma, como explicitado
anteriormente, os métodos manuais foram adaptados ao analisador continuo,
com o objetivo de se investigar a viabilidade do seu uso em laboratérios de

pequeno porte.
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VI.2.1. Experimental

O analisador automatico fei empregado conforme a configuragdo
mostrada na Figura VI6. Em todas as determinagbes a frequéncia de
amostragem foi mantida em 90 h-1, a vazao do fluido transportador fixada em
2,00 mL min-1 e o reatores, de vidro, foram dimensionados para forecerem
tempos de residéncia de 2,0 e 6,5 minutos para os reatores 1 e 2,
respectivamente. As bolhas de ar do monossegmento foram de 90 uL (primeira)
e 30 uL (segunda) e o volume da alga de diluicéo frontal foi fixado em 50 pl..

As medidas de absorbancia foram obtidas através da média de 5
varreduras e com largura de banda de 3 nm (média de 9 diodos). Todas as

medidas foram realizadas em triplicata.

VIl.2.1.1. Glicose

Na determinagdo de glicose foram utilizados reagentes Merck
(metodo GOD-PAP, glicose oxidase/peroxidase). O fluido transportador foi uma
solugao tampao PIPES 0,01 mol L-1, pH 7,2, obtido com a diluigio da solugéo
Merck (produto n2 14144) com agua desionizada, na proporcdo de 1:4 (viv},
contendo estabilizadores e detergentes nao especificados pelo fabricante. O
reagente foi preparado pela diluigdo de 1,25 mL do reativo Merck (produto n®
14143) em 50 mL do tamp&o Merck, obtendo-se uma solugéo de glicose oxidase
260 KU L-1", peroxidase =30 KU L-1, mutarotase 205 KU L-1. 4cido 4-

hidroxibenzéico 6,0 x 10-3 mol L-1 e 4-aminoantipirina (p-aminofenazona) 1,0 x

* uma unidade internacional (U) & a guantidade de enzima que catalisa a conversio de 1 umel de
substrato por minuto, sob as condigdes especificas de um método {158].
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10-3 mol L-1. Esta solugao foi adicionada a uma vazdo de 0,16 mL min-1,
atraves do segundo modulo de adigao. As solugdes padrao de B-D-glicose foram
preparadas em agua desionizada, na faixa de 20 a 400 mg dL-1, a partir do
reagente de grau analitico. Os padroes e as amostras de plasma (5,0 pL
amostrados hidrodinamicamente) foram diluidos em 220 ul do fluido
transportador (12 alga = 50 uL e 22 alga = 170 pL), conforme o procedimento

descrito na secao VII.1.1. As medidas de absorbancia foram feitas em 510 nm.

VIl.2.1.2. Creatinina

A determinagdo de creatinina foi realizada através da reacdo de
Jaffé. Foi empregado um fluido transportador de agua desionizada. As solugGes
de hidroxido de sédio 4,0 mol L-1 (vazdo de 0,16 mL min-1) e de acido picrico
5.5 x 10-2 mol L-1 (vazdo de 0,28 mL min-1) foram adicionadas através dos
modulos 1 e 2, respectivamente. As solugbes padrdo de creatinina foram
preparadas em acido cloridrico 0,10 mol L-1, na faixa de 0,2 a 2,4 mg dL-1, a
partir do reagente de grau analitico. As amostras de soro sanguineo foram
desproteinizadas com &cido tricloroacético 5 % (mistura 1:1, v/v). As solucbes
padréo e as amostras {100 pL) foram diluidas em 105 uL do fluido transportador

(12 alga = 50 pL e 28 = 55 ul). O produto da reagao foi monitorado em 500 nm.

VI.2.1.3. Uréia

O método de Berthelot foi usado na determinagao de uréia. Uma

solugao contendo cloreto de sédio 0,9 %, tampao fosfato 0,10 moi L-1 pH 7,2 e
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Brij 30 (polioxietileno-4 lauril éter) 1,0 x 10-3 % (viv) foi empregada como fluido
transportador. Uma solugao de urease 44 kU L-1 foi adicionada através do
mbdulo 1, com vazao igual a 0,16 mL min-1. Uma solugao contendo fenol 6,0 %
e nitroprussiato de sédio 1,0 % e outra de hipoclorito de sédio 1.0 % em
hidroxido de sadio 4,0 mol L-1 foram adicionadas através do méduio 2, com
vazdes de 0,16 mL min-1. As solugbes padrao de uréia foram preparadas em
agua desionizada, na faixa de 20 a 240 mg dL-1, a partir do reagente de grau
analitico. As amostras de soro sanguineo foram desproteinizadas com acido
tricloroacético 5 % e os padrdes diluidos com este acido na mesma propor¢éo
(1.1 viv). A amostragem foi realizada da mesma forma que no caso da
determinacéo da glicose (5,0 uL de amostra em 220 uL de solugéo

transportadora). A absorbancia foi monitorada em 620 nm.

Vil.2.2. Resultados e Discussio

Com o objetivo de facilitar a operagéo do instrumento, os métodos
manuais para a determinagdo de creatinina, glicose e uréia foram adaptados ao
sistema automatico de maneira que estas substancias pudessem ser
determinadas com minimas alteragdes no analisador. Idealmente, a mesma
configuragdo do sistema deveria possibilitar a determinagado destas trés
substdncias de interesse. Desta forma, as condigdes empregadas (em especial,
diluigdo da amostra e tempo de residéncia} em cada determinagdo nao refletem,
a rigor, as condigdes otimas que poderiam ser obtidas caso fossem realizadas
independentemente. Por exemplo, o primeiro reator foi mantido na determinacao
de glicose, embora o reagente tenha sido adicionado apenas no segundo ponto

de adigao. Convém salientar que este procedimento nao altera a frequéncia de
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amostragem, mas apenas aumenta o tempo necessario para que a primeira
amostra atinja o detector. As adaptagées dos metodos manuais foram
realizadas tendo em vista os pardmetros de sensibilidade e de linearidade,
muitas vezes limitados pelo espectrofotdmetro multicanal empregado como
detector. Embora, como sera visto adiante, os niveis de glicose, creatinina e
uréia presentes no sangue € aceitos como normais se encontrem em uma faixa
relativamente estreita, as concentragdes destas substancias nas amostras
apresentam uma dispersdo muitce grande. Neste sentido, os procedimentos
descritos na se¢d¢ anterior consideram tanto a linearidade quanto a
sensibilidade, sendo que esta ultima foi algumas vezes prejudicada em funcgéo
da primeira. Finalmente, as determinagdes, embora enzimaticas, foram
realizadas a temperatura ambiente e ndo a 37 °C, como frequentemente
recomendado.

A utilizagao de reatores de vidro foi necessaria para a estabilidade
do monossegmento, principalmente no caso da determinagdo da creatinina.
Apesar da desproteinizagdo, a adicdo de acido picrico a amostra induzia a
formagao de um precipitado, provavelmente devido as proteinas
remanescentes, que ficava aderido as paredes do reator de PTFE. Entretanto,
com o uso de reatores de vidro, este precipitade era solubilizado apés a
homogeneizagdo do monossegmento. Desta forma, este reator foi mantido em
todos os procedimentos, muito embora a glicose pudesse ser determinada em
reatores de PTFE (esta viabilidade nao foi verificada no caso da uréia). Como
consequéncia, o grau de intercontaminagdo entre as amostras aumentou e a
precisdo das medidas diminuiu. Por exemplo, a determinagao de creatinina em
solugdo aquosa utilizando reatores de PTFE apresentou uma intercontaminagao
desprezivel e a inje¢do de 6 replicatas de um padrdo de 2,00 mg dL-1 forneceu

um resultado de (1,993 + 0,014) mg dL-1. Por outro lado, com o emprego de
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reatores de vidro a intercontaminacéo foi de 2,5 % e a injegéo de 10 replicatas
do padrao de 1,60 mg dL-1 forneceu um resultado de (1,674 + 0,061) mg di-1.
Estes resultados podem ser explicados em fungéo das diferentes molhabilidades
dos reatores; o vidro, sendo faciimente molhado por solugbes aquosas, retem
um filme sobre sua superficie que contribui com o aumento da disperséo das
amostras e, consequentemente, com o aumento da intercontaminagio e a
diminuicéo da precisao.

O grau de intercontaminagéo entre as amostras foi avaliado com
uma prova em branco (agua) injetada apés a solugéo padrac mais concentrada
utilizada na construgao da curva de calibrag&o. Em todas as trés metodologias,
foram obtidos valores equivalentes a cerca de 2,5 % das concentragdes destes
padrdes. Entretanto, o processamento em ftriplicata de padrGes e amostras,
como realizado durante as determinacées, minimiza os efeitos causados por
esta intercontaminagéo.

A determinagao de glicose em plasma foi realizada pelo método
GOD-PAP, através da reac¢éo do perdxido de hidrogénio (produzido a partir da
reagdo catalisada pela glicose-oxidase) com a 4-aminoantipirina e acido 4-
hidroxi-benzdico para formar a N-(4-antipiril) p-benzoquinona imina, que possui
coeficiente de absortividade molar maximo em 510 nm. Os valores normais de
glicose no plasma encontram-se na faixa de 75 a 115 mg dL-1.

A precisdo do método, avaliada com a injegao de 10 replicatas de
uma solugdo padrédo de 80 mg dL-1, foi de 1,8 %. As condigdes utilizadas nas
determinagdes possibilitaram a obtengéo de uma curva de calibragéo linear até
uma concentracac de glicose igual a 400 mg dL-1, que pode ser expressa pela

seguinte equagao:

A = (0,00956 £ 0,0184) + (0,00182 £ 0,00008) x C; (r=10,997)
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Esta linearidade € menor que a obtida pelo Hospital de Clinicas da
UNICAMP (600 mg dL-1), que emprega o mesmo método (300 uL do reagente
Merck adicionados a 3 puL de plasma) em um analisador automatico discreto
(Selectra). Por outro lado, o analisador de fluxo monossegmentado consome
uma quantidade menor de reagente por determinagao, equivalente a cerca de
60 % da gasta pelo Selectra. A Figura VIl.4 mostra uma comparagao entre os
resultados obtidos por estes dois analisadores, que podem ser correlacionados,

através do método dos minimos quadrados, de acordo com a seguinte equacgao:
MSFA = (4,72 £ 2,09) + (0,895 + 0,014) x HC (r=0,997)

Uma avaliag&o da curva obtida permite concluir que, a despeito da
alta correlagao entre os valores, existem desvios sistematicos constantes (+4,72
mg dL-1) e proporcionais (-10,5 %) nos resultados obtidos com o analisador de
fluxo monossegmentado, quando sédc tomados como referéncia aqueles
fornecidos pelo analisador Selectra. Além do mais, o teste t-pareado [18] indica
que existem diferengas significativas entre estes resultados ao nivel de
confianga de 95 %.

O método de Jaffé para a determinagao de creatinina é baseado
na formagédo de um composto vermelho alaranjado (complexo de Janovsky),
produzido na reagao desta espécie com picrato alcalino, que pode ser medido
em 500 nm. Os valores normais de creatinina no soro sanguineo encontram-se
em uma faixa de concentragso de 0,5a 1,2 mg dL-1.

No desenvolvimento desta metodologia, assim como nas outras,
as concentragdes Iniciais dos reagentes e a diluicdo da amostra foram
determinadas com base nos métodos de referéncia (manuais ou automaticos).

O analisador Cobas-Mira, do Hospital de Clinicas da UNICAMP, emprega uma
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Figura VIL.4. Comparagdo entre os resultados de 25 determinagbes de glicose em
plasma, obtidos com os analisadores Selectra (HC) e MSFA (a reta
tracada relaciona valores iguais).

dnica solugdo de hidréxido de sédio 0,25 mol L-1 e acido picrico 3,9 x 10-3
mol L-1 na determinagao de creatinina (200 uL de reagente adiconados a 10 uL
de amostra, diluida com 30 pL de agua, sendo a medida de absorbéncia
realizada ap6s 2 minutos). Entretanto, no analisador continuo, 0 uso destes
reagentes nas proporgdes adequadas para que fossem mantidas no
monossegmento as mesmas concentragdes que no método de referéncia,
resultou em uma sensibilidade extremamente baixa (a absorbancia do padrao
de 2,40 mg dL-1 foi menor que 0,02, apds a reagdo ter se processado por 4
minutos). Desta forma, foi necessario empregar uma solugdo de acido picrico

concentrada, dobrando o consumo deste reagente com relagdo ao método de
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referéncia (o consumo de hidréxido de sédio foi praticamente o mesmo). E
importante ressaitar este fato, uma vez que esta relacionado com uma das
principais limitagées do analisador. A solugdo de éacido picrico empregada
(55 x 10-3 mol L-1) é praticamente saturada e nao pode ser misturada ao
hidréxido, pois ocorre a precipita¢do do picrato de sodio. Sob certos aspectos, ¢
uso de dois reagentes € uma desvantagem, a qual pode ser somada a
necessidade de uma vazio de acido picrico relativamente alta (0,28 mL min-1).
Esta vazao, como relatado, pode causar diferengas significativas nos sinais das
Ultimas amostras processadas, caso as medidas ndo sejam efetuadas apéds a
reacio ter sido completada. Isto pode ocorrer pois as ultimas amostras injetadas
terao um tempo de residéncia um pouco maior, como consequéncia da
interrupgéo da adigao dos reagentes em intervalos de tempo regulares.
Enquanto o métode de referéncia possui uma resposta linear até
20,0 mg dL-1, a curva de calibragé@o para a determina¢ao de creatinina, obtida
nas condi¢bes descritas na segao VI1.2.1.2, apresentou-se linear até pelo menos
2,00 mg dL-1, podendo a absorbancia ser relacionada com a concentracio de

creatinina através da seguinte equag¢ao:
A = (-0,00468 £ 0,00060) + (0,08422 + 0,00054) x Cp {r=0,9999)

A precisdo da metodologia, avaliada com a injecdo de 10
replicatas de uma solugéo padrao de 1,60 mg dL-1, foi de 3,6 %. A Figura VII.S
mostra uma comparacao entre os resultados obtidos com os analisadores
Cobas-Mira e de fluxo monossegmentado, cuja relagdo pode ser expressa pela

seguinte equagao:

MSFA = (0,0785 + 0,054) + (1,155 + 0,043) x HC (r = 0,982)
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Embora exista uma correlagdo razoavel entre os resultados
obtidos, o teste t-pareado indicou uma diferenga significativa entre as duas
metodologias, ao nivel de confianga de 95 %, que pode ser atribuida
principaimente ao desvio sistematico proporcional de + 15,5 %. Este desvio
pode ser devido a interferentes, tais como glicose, acidos ascorbico e pirlvico e
proteinas (ndo eliminadas completamente na etapa de desproteinizagédo), que
podem formar complexos com o ion picrato. Além disto, alguns complexos sdo
formados apds 2 minutos, contribuindo, portanto, para estes desvios positivos
[168]. Convém lembrar que na metodologia de referéncia as medidas foram
realizadas ap6s 2 minutos e que na metodolegia proposta apés 6,5 minutos. A
diminuigao do tempo de reagdo, conforme exposto, provavelmente diminuiria o
desvio sistematico, mas este tempo foi mantido em razdo da opcao de se
realizar as determinagdes das trés substancias de interesse com os mesmos
reatores.

Como pode ser notado na Figura VIL.5, foram analisadas amostras
com concentragdes de creatinina superiores a 2,00 mg dL-1. Isto foi possivel
devido ao procedimento de desproteinizagdo das amostras, no qual é
adicionado acido tricloroacético a amostra na proporg¢do de 1.1 (v/v). Apesar de
realizado com as amostras, os padrées nao foram diluidos com este acido, pois
foram preparados em acido cloridrico 0,10 mol L-1.

A decomposicdo da uréia pela urease e a determinacdo do ion
aménio formado pelo método de Berthelot foi 0 procedimento empregado para a
determinagdo desta espécie em soro sanguineo, cujos valores normais devem
estar na faixa de 20 a 40 mg dL-1.

Inicialmente o método manual proposto pela Merck (produto n@
14315) foi adaptado ao analisador, possibilitando um menor consumo de

reagentes (por exemplo, o consumo de urease foi reduzido &4 metade). O
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Figura VIL5. Comparagéo entre os resultados de 28 determinagbes de creatinina em
soro, obtidos com os analisadores Cobas-Mira (HC) e MSFA (a reta
tragada relaciona valores iguais).

método teve um bom desempenho para a determinagdo de uréia em solugdes
aquosas, mas nao forneceu resultados coerentes para as amostras de soro. Os
experimentos realizados com as amostras sem a adi¢do de urease indicaram
que o hipoclorito de sédio pode degradar a matéria organica (proteinas e
aminoacidos), produzindo ions amdnio, 0 que resultaria em um erro positivo.
Entretanto, esta degradacido é dependente da concentragdo de hipoclorito e
resultados menores que o esperado foram obtidos com © uso de solugbes de
hipoclorito diluidas. Enfim, as solugbes concentradas deste reagente degradam
a matéria orgénica, inserindo erros positivos nas determinagdes e solugdes

diluidas nao contém hipoclorito suficiente para que a reagao de Berthelot ocorra
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apropriadamente. Este problema pode ser consequéncia da reagdo com a
urease ocorrer, no analisador, em um periodo relativamente curto (2 minutos),
produzindo pequenas guantidades de aménio, uma vez que o0 metodo manual
fornece resultados adequados (neste caso, esta reagdo € processada por 15
minutos a 37 ©C).

Em razao destes resuitados, nao foi possivel adaptar diretamente
0o método manual da Merck, sendo necessario utilizar uma solugdo de urease
mais concentrada (44 KU L-1 contra 35 KU L1 do meétodo manual),
desproteinizar o soro com acido tricloroacetico 5 % e diluir os padrdes, na
mesma propor¢ao, com esta solugdo. Nas condigdes apresentadas (segdo
VII.2.1.3), a precisdo do método foi de 3,7 %, determinada através da injegéo de
7 replicatas de uma solugao padrao de 40 mg dL-1 e a curva de calibragao
obtida foi linear até 200 mg dL-1, a qual pode ser representada pela seguinte

equacao:
A = (0,0010 + 0,0043) + (0,00218 £ 0,00004) x Cp, (r = 0,9992)

A Figura VII.6 mostra uma comparacido dos resultados obtidos
com o analisador monossegmentado e com o Cobas-Mira, no qual a uréia,
degradada pela acdo da urease, € determinada através da reagdo do ion
amonio com 2-oxoglutarato e NADH, na presenca de glutarafo desidrogenase (o
decréscimo da concentragdo de NADH e monitorada a 340 nm).

A correlagdo entre estes resultados pode ser expressa pela

seguinte equagao:

MSFA = (13,5 + 1,5) + (0,956 + 0,021) x HC (r = 0,996)
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Figura VII.6. Comparacao entre os resultados de 17 determinagbes de uréia em
soro, obtidos com os analisadores Cobas-Mira (HC) e MSFA (a reta
tragada relaciona valores iguais).

Novamente, apesar da boa correlagao entre os resultados, o teste
t-pareado indicou a existéncia de uma diferenca significativa com um nivel de
confianga de 95 %, a qual pode ser atribuida principalmente ao desvic constante
de + 13,5 mg dL-1, obtido nas determinagdes realizadas com o analisador de
fluxo monossegmentado. A injecdo de 3 amostras de soro sanguineo
desproteinizado, com concentragées de uréia iguais a 29, 64 e 137 mg dL-’
(resultados do HC - Unicamp), cujos processamentos foram realizados sem a
adicdo de ursase, forneceram sinais espectrofotométricos equivalentes ao
desvio constante encontrado. Este "branco” da amostra pode ser devido, como

anteriormente discutido, a ag&o do hipociorito de sddio sobre as proteinas e/ou
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aminoacidos ndc eliminados pelo acido tricloroacético, gerando ions aménio. A
interferéncia do ion amdnio endogeno [177,178] foi descartada pois, além da
alta diluicdo sofrida pela amostra, o soro nao-desproteinizado forneceu um
"branco” muito mais intenso quando comparado com o do desproteinizado.

Para finalizar, & necessario que seja salientado que os valores de
referéncia (valores normais) podem vanar em fung¢ao tanto do método como do
instrumento empregados nas determinagdes [168]. Portanto, as diferengas
encontradas entre os resultados obtidos com o analisador de fluxo
monossegmentado construido e pelo Hospital de Clinicas da Unicamp sdo
perfeitamente aceitaveis, sendo, também, descritas na literatura com relativa
frequéncia {146,175,185,186,182].

Com relagdo ao programa de controle do analisador, os resultados
obtidos e os dados de interesse 50 armazenados em arquivos determinados
pelo usuario, como discutido anteriormente. Da mesma forma que a descrita na
secdo VI.1.4, os resultados sdo apresentados, em tempo real, no video do
microcomputador na forma de um "relatoric”, mostrado na Figura VII.7, que

pode ser, a critério do operador, enviado a uma impressora.
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VI.2.3. Conclusdes e Perspectivas

O analisador de fluxo monossegmentado desenvolvido apresentou
um bom desempenho para determinagdes de substancias de interesse clinico,
sendo uma alternativa de custo relativamente baixo quando comparado com os
analisadores automaticos descontinuos normalmente utilizados pelos grandes
laboratérios. Certamente este desempenho foi limitado tanto pela auséncia de
um controle de temperatura (e aquecimento a 37 ©C) como pela necessidade de
se empregar reatores de vidro. A construgdo de um banho (de ar)
termostatizado controlado pelo microcomputador pode resolver faciimente os
problemas provenientes do processamento das amostras na temperatura
ambiente.

A desproteinizagdo das amostras de soro para as determinagdes
de creatinina e uréia € um procedimento que compromete tanto a preciséo e a
exatidéo como a rapidez de todo o processo, sendo que a sua eliminagao
tornaria o analisador mais atraente para estas aplicagbes. A maneira de
suplantar esta etapa de desproteinizagao seria através da adaptagdo de um
sistema de didlise ao analisador, o qual, além de excluir as proteinas
indesejaveis do soro efou plasma sanguineos, automaticamente provocaria a
diluicdo da espécie de interesse. A viabilidade do uso deste sistema de dialise
devera ser investigada e, provavelmente, sera adapatado a valvuia
amostradora, em uma configuragdc semelhante a amostragem hidrodinamica
(Figura VIL2). Além das vantagens citadas acima, diluicdo do analito e
eliminag¢éo da etapa de desproteinizagao, o sistema de dialise devera possibilitar
o emprego de reatores de PTFE, os quais deverdo melhorar o desempenho do

analisador.
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A versatilidade do analisador podera também ser melhorada caso
seja possivel armazenar no microcomputador as curvas de calibragao relativas
aos trés analitos. Desta forma, podera ser viavel, com o desenvolvimento de um
programa computacional adequado, a determinacido "simultinea” destas
substdncias em uma mesma amostra. Além do mais, este programa também
podera possibilitar que uma rotina de analise seja interrompida, isto é, que uma
determinagéo de urgéncia seja realizada a qualquer instante. Talvez, com estas
implementagées viabilizadas, este analisador possa se tornar uma alternativa
para os grandes laboratdrios, competinde com os analisadores automaticos

discretos.



VIll. APENDICES

VIIl.1. Interface Serial RS232C

A interface de comunicagao serial RS232C foi implementada
através do Cl 8251A. Os sinais de "clock" para sua operagao foram gerados
com os Cls 7490 e 7493, utilizando como base o "clock" da CPU 8085 (3,072
MHz). A transmissdo de dados foi efetuada a taxa de 9600 bits/s. A
comunicagao também pode ser efetuada a 4800, 2400 ou 1200 bits/s, a partir
dos pinos 9, 8 ou 11 do Cl 7493, respectivamente. A Figura VIil.1 mostra o
circuito eletrdnico empregado para gerar estes sinais de "clock”, que definem o

"baud rate" da comunicacéo.

8085 CLK —- 12 14 13 ne
2 14 4 1
7 y NG — 7 16 x 9600
3 NG — 12 T inos 9+25 - 8251
6 4 13 7 4 10
13 we N -4
= L9 ne Ne -2 =
10 0 8 8 3 2
L8 ne NG 2
Vg S L4 Nne v Y 5T{+5v
01uF == —_|:0.1uF

Figura VIIL1. Circuito eletrénico para a geragao dos sinais de "clock™ da interface de
comunicacio serial RS232C.
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Na implementacido da RS232C, foram empregados os Cls 1488 e
1489 do sistema minimo, conectados diretamente ao Cl 8251A. A Figura VIIl.2

mostra o circuito eletrénico da interface.

po -24po e Sock! = 18V
26 _hpass 7] [ia
p1 -28p1 —|28
1 1489
D2 —Hpz2
D3 —Zi03 RxDF 3 (1 TxD
D4 —{Da4 8 19
TxD
ps —8los 2
7 5 — |23 2 Ds 3 RxD
D6 —- D6 RTS
8 1 —|17 7
D7 —D7 CTS 14838 300 pF
owrR —2WR A mRE N = T [ I
expansao CE es ' DSR2 NC A5V +1BY —
a0 =2 TXEMPTYHE- NC
WORD —2{RD SYNDETHE- NC
ck 2ok TXRDYH2- NC
RSTout —2HRST RxROYHE NG

01uF,, 28 in

+5V
Figura VIll.2. Circuito eletrénico da interface de comunicagéo serial RS232C.
A interface foi programada para a transmissdc e recepgdo de

dados. O modo de operagao empregado foi: 9600 bits/s, 8 bits por caracter,

paridade desabilitada e 1 bit de parada (stop bit).



apéndices 141

VIii.2, Programa da EPROM do Sistema Minimo

O programa mostrado na Listagem VIII.1, escrito em Assembler
8085, foi gravado na memdria EPROM do sistema minimo TSI 1020 e permite
que outros programas sejam gravados na sua memdria RAM através do
microcomputador. O microcomputador comunica-se com o sistema minimo apés
o envio de dois asteriscos ("+" ou ASCIli 2Ah - condigdo para desvio do
programa) e outro asterisco é enviado ao microcomputador pelo sistema

minimo, apos este ter realizado alguma tarefa.

Listagem VIIL1. Programa da EPROM do sistema minimo.

;Equates:
CUTPT EQU 02B7h ; subrotina da menitor que mostra caracteres no mostrador
ORG 0800h : inicio do programa

; Inicio do programa

LxI 8P, 20C0h , carrega o ponteiro da pilha
MVI A, 0Bh ; carrega acumuladeor A para
SIM ; setar a mascara de interrupcoes

CALL MODEUSART ; programa a usart

. MENU: desvia o programa para o enderego apontado por HL

MENU: CALL ADDMESS ; chama addmess (configuracae do mostrador - endereco)
LXI H, APDAS ; carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de enderecos
CALL CUTPT ; mostra PDAS no campo de enderecos
CALL DATMESS : chama datmess (configuracac do mostrador - dado)
LXI H, DPDAS ; carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de dados
CALL QUTPT ; mostra "1 no campo de dados
ERRO; CALL INUSART ; le usart
CPI 2Ah ; compara com asterisco * (42 em decimal, 2A em hexa)
JNZ ERRO ; sa diferente, retorna para 0 menu
CALL INUSART : le novamente a usart & 0 programa e desviado
CPI 2Ah , para o endereco apontado por HL somente se
JNZ ERRO , forem enviados dois asteriscos (%)
CALL INIADD . chama iniadd (carrega par HL)

PCHL ; desvia pregrama para endereco apontado por HL
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. LOAD: carrega programa no TSI 1020 através do microcomputador

LOAD: CALL ADDMESS ; chama addmess {(configuracao do mostrador - endereco)

LXI H, ALOAD : carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de enderecos

CALL QUTPT ; mostra LOAD no campo de enderecos

CALL DATMESS : thama datmess (configuracac do mostrador - dado)

LXI H, DLOAD ; carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de dados

CALL OUTPT . mostra Pr. no campo de dados

CALL MODEDATA ; chama modedata (formato dos dados a serem carregados
RBYTE: CALL RECEIVE . chama receive (recebe um byte)

MOV M,A , move byte recebido para a memoria apontada por HL

INX H . incrementa endereco da memoria (par HL)

DCXD , decrementa contador de bytes (par DE}

MOV AD ; Jverifica se todos o5 bytes foram enviados

ORAE iMora=1,seAouE=1)

JNZ RBYTE : 5€ nao, retorna para receber outro byte

JMP ENDJCB ; se sim, desvia para endjob (final de tarefa)

. MODEDATA: recebe o formato da mensagem a ser enviada (n? de bytes e
.endereco inicial do programa a ser recebido). Parte desta subrotina é
;constituida por INIADD, que recebe o enderego inicial de um programa a ser
.executado atraves do microcomputador (ver MENU).

MCDEDATA: CALL RECEIVE ; Ino. de bytes
MOV DA : } coloca o byte no contador de bytes
CALL RECEIVE ; } usando o par DE
MOV EA : } 10. o byte mais e depois 0 menos significativo
INMADD: CALL RECEIVE ; } carrega o par HL com
MOV H.A 1 } o endereco inicial do programa
CALL RECEIVE ; } a ser recebido ou a ser executado
MOV LA : } 1o. o byte mais e depois 0 menos significativo
RET : retorna

, RECEIVE: recebe dois caracteres ASC!l (de 0 a F) do microcomputador,
transformando-os em um byte, usando o registrador C e armazenando o
resultado final no acumulador A.

RECEIVE: MVI C, 00h ; limpa registradar C
CALL INUSART » le caracter mais signicativo do byte
CALL ASCBYTE ; chama ascbyte
RLC » rotacao do acumulador A para a esquerda,
RLC ; transformando o caracter lido no caracter
RLC ; mais significativo do byte (acumulador A tera
RLC ; Zero nos 4 bits menos significativos)
MOV C A ; resuftado armazenado em €
CALL INUSART ; la caracter menos significativo do byte
CALL ASCBYTE : chama ascbyte
ADDC . soma os dois caracteres

RET - reforna
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. ASCBYTE: transforma um caracter ASCIl no binario correspondente (30h = 0,
31h=1,..3%h=9e41h=A 42h =B, ... 46h = F).

ASCBYTE: SUI 30h ; subtrai 30
CPI DAh ; compara com A
RM : ¢ menor, retorna (conversao efetuada)
SUi 07h : 82 nao, subtrai 7 (conversao efetuada)
RET ; retorna

, MODEUSART: programa a interface de comunicagéo 8251 (usart):

, 4E => clock = 16 x Baud, 8 bits/caracter, paridade desabilitada, 1 stop bit
; 27 => fransmissao e recepgao.

MODEUSART: MVI A, 4Eh , instrucao do modo de operacao da usan
CUT 29h
MVI A, 27h ; instrucao de comando da usart
OUT 28h
RET ; retorna

; INUSART:I& a usart (8085 recebe um caracter ascii enviado pelo micro).

INUSART: IN 29h ; le status da usart para verificar
ANl 02h . 5@ existe dado na usart para ser lido
JZ INUSART , §€ nao, verifica status novamente
IN 28h ; se existe, e usart
RET ; retorna

; OUTUSART: escreve na usart (8085 envia um dado para o microcomputador).

CUTUSART: PUSH PSW ; salva conteudo de A na pilha (caracter a ser enviado)

CHECK: IN 29h : le status da usart para verificar
ANIO1h ; € o caracter pode ser enviado
JZ CHECK ; & nao, verifica status novamente
POP PSW ; coloca em A caracter a ser enviado
OUT 28h ;. envia o caracter
RET ; retorna

; ENDJOB: envia um asterisco (*) para 0 microcomputador, comunicando que a
‘tarefa foi realizada.

ENDJCB: MVt A, 2Ah ; carrega A com asterisco (%}
CALL CUTUSART . Bnvia * para 0 microcomputador
JMP MENU ; retorna para o menu principal

; ADDMESS: parametros para a saida de caracteres no campo de enderegos do
:mostrador.

ADDMESS: MVI] A, 00h . mensagem no campo de enderecos
MVI B, OCh ; ponto decimal apagado
RET : retorna
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; DATMESS: parametros para saida de caracteres no campo de dados do
:mostrador.

DATMESS: MVI A, 01h ; mensagem no campo de dadaos
MVI B, 00h ; panto decimal apagado
RET ; retorna

. Mensagens para 0 monitor

APDAS: DB 12h ; mensagem do menu principal:

DB 0Dh

DB 0Ah ; campo da enderecos: PDAS

D8 05h : 12=P,0D=0D,0A=A,06=8§
DPDAS: DB 83h ; campo de dados: "1

DB 13h : 83="e13=1
ALOAD: DB 11h ; mensagem da subrofina load:

DB 00h

DB 0Ah ; campo de enderecos; LOAD

DB 0Dh ; 11=L,00=0,0A=A0D=D
DLOAD: DB 12h ; campo de dados; Pr.

DB 44h ; 12=Ped44=r.

END
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VIIL3. Programas de Controle do Espectrofotometro

Os programas computacionais listados a seguir foram escritos (em
Assembler 8085) para controle do espectrofotémetro multicanal. O programa
mostrado na Listagem VIII.2 emprega o procedimento 1 de varredura, no qual o
tempo de integragédo dos diodos & constante. Na Listagem VIII.3 séio mostradas
as alteragGes necessarias para que seja implementado o procedimento 2 de
varredura, no qual o tempo de integracdo dos diodos é& variavel Estes
programas sao enviados pelo microcomputador ao sistema minimo através de
pares de caracteres ASCIl (0 a F), cujos arquivos-fonte sio mostrados na

Listagem VIII.4,

Listagem VIIL.2. Programa de controle do espectrofotdémetro com o procedimento 1 de

varredura.
:Equates:
ADDMESS EQU 08A7h : subrotina do programa principal
DATMESS EQU 08AChH ; idem
DLOAD EQU 08BBh ;idem
ENDJOB EQLU 089Fh ; idem
ERRO EQU 081BH ; idem
INIADD EQU 085Ah ; idem
INUSART EQU 0889h ; idem
MENU EQU 0805h ; idem
MODEDATA EQU 0852h ; idem
OUTPT EQU 02B7h ; Subrotina do monitor
OUTUSART EQU 0893h : subrotina do programa principal
RECEIVE EQU 0863h ; idem
ORG 3000h ; inicio do programa

. RUNSPEC: obtem os espectros através do arranjo de diodos, possibilitando
;alterar os pardmetros, limpar as memorias onde estes espectros serio
.armazenados e enviar estes espectros para o microcomputador.

RUNSPEC: CALL ADDMESS
LXIH, ASPEC
CALL CUTPT
CALL DATMESS

; configuracao do mostrador - endereco

» carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de enderecos
; mostra SPEC no campo de enderecos

; configuracao do mostrador - dado
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LXI H, DSEND : carrega HL com endereco inicial da mensagem do campo de dados
CALL QUTPT ; mostra "no. de espectras” no campo de dados

MVi A, 02h . Pa =in (ler AD), Pb = out {ctr) & } configuracao

OUT 20h ; Pe =in {final de conversao do AD) } da 8155

MVI] A, 29h ;wr=1, rd=0, 5=0, c=1, r=0, en=1

QUT 22h ; inicializacao de controle da matriz de diodos & AD

JMP ERRO , espera endereco para onde a programa deve ser desviado

. PARAMETERS: altera os pardmetros do espectrofotdmetro:

; - N2 de varreduras para se obter um espectro (até 05): averagenumber

; - tempo de integragao (minino de 03h e maximo de FFh): scantime

; - intervalo de tempo entre os espectros (0.5 a 6500 s): intervaltime

. - intervaio de tempo para se iniciar a obtengio de dados (0 a 6500 s): initialtime

PARAMETERS:

CALL DATMESS ; configuracao do mostrador - dado
LXi H, DLOAD » carrega HL com endereco inicial da mensagem do campo de dados
CALL QUTPT ; mostra Pr. no campo de dados
CALL INIADD » endereco inicial (par ML) onde se encontram os parametros
CALL RECEIVE , recebe 1a. variavel - averagenumber
MOV MA : coloca o valor em DSEND = mensagem do mostrador
ADI Gth  soma 1 ao no. de espectros: 10. espectro e perdido
INX H ; incrementa o endereco da memoria
MOV MA ; coloca o valor no contador de espectros
MvI B, 05h ; contador para 05 3 outros parametros

NEXTPAR: INX H ; iIncremsanta o endereco da memoria
CALL RECEIVE : recebe variaveis ; scantime se B = 05
MOV M.A ; infervaltima: + sig. se B = 04 e -sig, se B =03
DCR B s initialtime: +sig. se B = 02 e -sig. se B = 01, armazenado-as
JNZ NEXTPAR : sequencialmente a partir do endereco recebido em intadd
CALL ENDJOB2 ; €nvia um asterisco para o microcomputador
JMP RUNSPEC ; retorna para o menu de RUNSPEC

; CLEAR: limpa as memorias do 8085 onde serdo armazenados os espectros

CLEAR: CALL ADDMESS , configuracao do mostrador - enderece
LXI H, ACLEAR ; carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de enderacas
CALL QUTPT ; mostra CLEA no campo de enderecos
CALL DATMESS ; configuracao do mostrador - dado
IXI H, DCLEAR : carrega HL com endereco inicial da mensagem do campo de dados
CALL OUTPT ; mostra R, no campo de dados
£ X1 H, 3200h » carrega HL com endereco inicial das memorias
MVI D, 00h ; carrega D com zero
CMEMO: MOV M.D ; Zera a memoria apontada por HL
iNX H ; incrementa par HL
MOV A H ; verifica byte mais significativo da memoria
CPI 40h ; 58 = 40, toda a memoria foi limpa
JM CMEMO ; 5€ nao, continua limpando
CALL ENDJOBZ ; Bnvia um asterisco para ¢ micrcomputador

JMP RUNSPEC ; retorna para o menu de RUNSPEC
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; RUN: controla o arranjo de diodos para leitura e armazenamento dos espectros
:na meméria apontada por HL

RUN: CALL ADDMESS : configuracao do mostrador - endereco
X1 H, ARUN ; carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de enderecos
CALL OUTPT : mostra READ no campo de enderecos
CALL DATMESS ; configuracao do mostrador - dado
LXI H, DSEND : carrega HL com endereco inicial da mensagem do campo de dados
CALL OUTPT ; mostra “no. de espactros” no campo de dados
LX1 H, AVERAGE » carrega HL ¢om © end. inicial onde estao as variaveis do programa
MOV D, M ; carrega contador D com o no. de espectros contido em HL (via
micro)
INX H ; incrementa o endereco da memoria
MOV E, M ; } carrega contador E com tempo para a conversao do AD {3 a FF)
LXI H, 3200h ; carrega HL com o endereca inicial dos espectros
SCAN: LXI B, 0200h ; carrega BC com 1 espectro
MVI A, 2Bh wi=1, rd=0, s=1, c=1, r=0, en=1
OUT 22h » levanta linha de start do PDA
MVI A, 25h cwr=1, rd=0, s=1, c=0, r=0, en=1
OUT 22h » abaixa a linha de clock do PDA
MV A, 21h swr=1, =0, 5=0, c=0, r=0, en=1
QUT 22h ; abaixa linha de start; pulso perdido
DIODE: MVI A, 28h s wr=1, rd=0, s=0, c=1, r=0, en=1} pulso de
OUT 22h ; levanta a linha de clock } clock que
MVI A, 21h s wi=1, rd=0, s=0, =0, r=0, en=1} coloca o
OUT 22h ; abaixa a linha de clock } diodo
MVI A, 28h ywr=1, rd=0, s=0, ¢=1, =0, en=1 } para se fazer
OUT 22h » levanta a linha de clock } leitura via AD
MVI A, 28h  wr=0, rd=0, =0, c=1, =0, en=1] pulso
QUT 22h : abaixa a linha de write do AD ] negativo
MVI A, 28h v wr=t, rd=0, $=0, c=1, =0, en=1] no write
OuT 22h » levanta a linha de write do AD ] do ADC
PUSHD . saiva o conteudo dos registradores De E
TIME: DCR E ; } conversao do AD, minimo = 03h e maximo = FFh =»
JNZ TIME . } pode ser aiterado atraves do microcomputador
POP D : retorna os valores dos registradores Da E
IN 21h ; leitura do AD
MOV MA : coloca o valor lido na memoria apontada por HL
INX H ; incrementa endereco da memoria
MVI A, 39h cwr=1, rd=0, 5=0, c=1, r=1, en=1
QUT 22h -7 levanta a linha de reset do PDA
DCX B ; decrementa par BC (contador dos diodos)
MOV AB ; verifica se todos os diodos foram lidos
ORAC i{fora=1,seAouC=1)
JNZ DIODE ; € nao, retorna para ler outro diodo
DCRD : decrementa D para verificar no. de espectros obtidos
JNZ SCAN , 5& nao terminou, obtem outra especiro
CALL ENDJOB2 ; envia asterisco para o microcomputador
JMP RUNSPEC , retorna para RUNSPEC
; SEND: envia dados (espectros) para 0 microcomputador
SEND: CALL ADDMESS ; configuracao do mostrador - endereco
LXI H, ASEND ; carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de enderecos
CALL QUTPT » mostra SEDA no campo de enderecos
CALL DATMESS . configuracao do mostrador - dado
LXIH, DSEND : carrega HL com endereco inicial da mensagem do campo de dados

CALL QUTPT ; mostra "no. de espectros” no campo de dados
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CALL MODEDATA

TBYTE: CALL TRANSMIT

INX H

DCX D

MOV AD
ORAE

JNZ TBYTE
CALL ENDJOB2
JMP RUNSPEC

; chama modedata (formate dos dados a serem enviados)
; chama transmit {envia um byte para micro)

. incrementa o endereco da memoria (par HL)

; decrementa contador de bytes (par DE)

: yverifica se todos 08 bytes foram enviados
iHora=1,seAcuE=1)

; se nao, retorna para enviar outro byte

; se sim, envia asterisco para ¢ microcomputador

: retorna para 0 menu RUNSPEC

. TRANSMIT: o byte existente na memdria apontada por HL & enviado ao
;microcomputador como um caracter ASCII.

TRANSMIT: MOV A M canteudo da memoria apontada por HL & colocada em A

CALL QUTUSART byte colocado em A e enviado ao microcomputador
RET retorna

. TIMEDEL: decrementa intervalo de tempo entre os espectros e para iniciar a
;obtengao de espectros, contendo as subrotinas INTERDEL e INITIDEL.

INTERDEL: CALL ADDMESS

; chama addmess (configuracao do mostrador - endereco)

LXI H, AINTER ; carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de enderecos
CALL QUTPT . mostra DELA no campo de enderacos

CALL DATMESS ; chama datmaess (configuracao do mostrador - dado)

LXI H, DINTER » carrega HL. com endereco inicial da mensagem do campo de dados
CALL OUTPT ., mostra Y. no campo de dados

LX1 H, INTERVAL » carrega HL com enderece do intervalo de tempo entre espectros
MOV B.M . carrega B com byte mais significativo

INX H : incrementa HL

MOV C M ; carrega C com byte menos significativo

WAIT. CALL TIMEDEL

: decrementa 0,1 segundo

DCX B ; decremanta contadar de tempo

MOV AB » verifica se terminou

ORAC ifora=1seAouC=1)

JNZ WAIT : 8& nao terminou, continua esperando

CALL ENDJOB2
JMP RUNSPEC

INITIDEL: CALL ADDMESS

se termincu, envia asterisco para microcomputador
: retorna para RUNSPEC

. chama addmess (configuracao do mostrador - endereco)

LX1 H, AINITt ; carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de enderecos
CALL OUTPT : mostra DELA no campo de enderecos

CALL DATMESS ; chama datmess (configuracao do mostrador - dado)

LXI H, DINITI ; carrega HL com endereco inicial da mensagem do campo de dados
CALL CUTPT » mostra Y. no campo de dados

LXI H, INITIAL . carrega HL. com enderece do intervala de tempo inicial

MOV BM ; carrega B com o byte mais significativo

INX H ; incrementa HL

MOV C M ; carrega C com 0 byte menos significativo

JMP WAIT : Inicia contagem de tempo

TIMEDEL: LX| D, 2C01h

; carrega par DE como contador

DECRE; DCX D ; decrementa par DE
MOV AE ; move confeudo de E para A
CPI1 00h ; verifica se terminou o contador E
JNZ DECRE ; 5@ nao, continua contando
MOV AD ; move conteudo de D para A
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CPI 0Ch : verifica se terminou o contador D
JNZ DECRE : s& nag, continua ceontando.
RET ; retorna

- ENDJOB2: envia um asterisco para o microcomputador, comunicando que a
‘tarefa foi realizada e retorna

ENDJOBZ; MVI A, 2ZAh ; carrega A com asterisco (%)
CALL QUTUSART : ghvia * para o microcomputador
RET , retorna

- CALSPEC: mostra mensagem de calibragao do PDAS

CALSPEC: CALL ADDMESS : chama addmess {configuracao do mostrador - endereco)
LXI H, ACAL "; carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de endereces
CALL CUTPT ; mostra CAL no campo de enderecos
CALL DATMESS : chama datmess (configuracac do mostrador - dado)
LXI H, DAL ; carrega HL com enderedo inicial da mensagem do campeo de dadao
CALL QUTPT  mastra SP no campo de dados
JMP ERRO : espera endereco para onde o programa deve ser desviado

. Mensagens para ¢ monitor e parametros

ASEND: DB 05h
DB OEh
DB 0Dh
DB CAh
DSEND: DB 00h

AVRMESS: DB 05h

- Parametros

AVERAGE: DB 07h
SCANTIME: DB 03h
INTERVAL: DB 00h

DB D0h
INITIAL: DB 00h
DB 00h

ASPEC: DB 05h
DB 12h
DB CEh
DB aCh

ACLEAR: BB OCh
DB 11h
DB OEh
DB 0Ah

DCLEAR: DB 14h
DB 24h

ARUN: DB 14h

: mensagem da subratina send

. campo de enderecos: SEDA

: campo de dados: no. de espectros (default = 5)

: contador do numere de espectros (default = 7)

- tempo de integracao do espectro (default = 3)

: intervalo de tempo entre espectros (default = 0)

; maximo de FFFFh.

: intervalo de tempa incial para cbtencao de dados
; {default = Q), maximo de FFFFh.

. mensagem da subrotina spec

; campo de enderecos; SPEC
; campo de dados: no. de espectros

; mensagem da subrotina clear

; campa de enderecos: CLEA
; campo de dados: R.

: mensagem da subrotina run
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DB 0OEh

DB 0Ah

DB 0Dh ; campo de enderecos: READ

; campe de dados; no. de especiros

AINTER: DB 0Dh ; mensagem da subrotina interdal

DB OEh

DB 11h

LB 0Ah ; campo de enderecos: DELA
DINTER: DB 0AOh

DB 01h : campo de dados: Y1.
AINITI; DB 0Dh ; mensagem da subrotina initide|

DB OEh

DB 11h

DB 0Ah , campo de enderecos: DELA
DINITI; DB 0DAQH

DB 0C0h ; campo de dados; Yo.

ACAL: DB OCh , mansagem da subrotina cailspec

DB 0Ah

0B 11h

DB 15h ; campo de enderecos: CAL

DCAL: DB 05h
CB 12h ; campo de dados: SP
END

Listagem VIII.3. Programa de controle do espectrofotémetro com o procedimento 2 de
varredura {as sub-rotinas que ndo listadas s3o idénticas as da
Listagem VIII.2).

;Equates:

. RUNSPEC: obtem os espectros através do arranjo de diodos, possibilitando
,alterar os parametros, limpar as memoérias onde estes espectros serao
.-armazenados e enviar estes espectros para o microcomputador.

, PARAMETERS: altera os pardmetros do espectrofotémetro:

. - N2 de varreduras para se obter um espectro (até 05): averagenumber

, - tempo de integragao inicial (01h a FFFFh): baseline

; - tempo de integragao (minino de 03h e maximo de FFh): scantime

; - intervalo de tempo entre os espectros (0.5 a 6500 s): intervaltime

. - intervalo de tempo para se iniciar a obtengéo de dados (0 a 6500 s): initiaitime

PARAMETERS:
CALL DATMESS ; configuracac do mostrador - dado
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LXIH, DLOAD
CALL QUTPT
CALL INIADD
MVI B, 0Ah

NEXTPAR: CALL RECEIVE

MOV M.A

INX H

DCR B

JNZ NEXTPAR
CALL ENDJOB2
JMP RUNSPEC

. carrega HL com endereco inicial da mensagem do campo de dados
; mostra Pr. no campo de dados

. endereco inicial {par HL) onde se encontram os parametros

. carrega B com 8 bytes (2 parametros o/ 1 byte e 3 par. ¢/ 2 bytes)
: BA=P1 (avrmess), BO=P2 (average), B8=P3+sig, B7=P3-sig {1.
base)

. B6 = P4+sig, BS = P4-sig (scantime)

; B4 = P5+sig, B3 = P5-sig (interval)

: B2 = PB+sig, B1 = P&-sig {initial)

, parametros aramazenados sequencialmente a partir de HL

: envia um asterisco para 0 microcomputador

; retorna para 0 menu de RUNSPEC

; CLEAR: limpa as memorias do 8085 onde serdo armazenados os espectros

; RUN: controla o arranjo de diodos para leitura e armazenamento dos espectros
:na meméria apontada por HL

RUN: CALL ADDMESS

Lxi H, ARUN
CALL OUTPT
CALL DATMESS
Xt H, DSEND
CALL QUTPT
X H, AVERAGE
MOVA M

STA 30DAD

INX H

MOV A M

S8TA 3092h

INX H

MOV AM

5TA 3091h

LXI H, 3200h

SCAN: PUSH H

LBCOR:

DIODE:

LXI H, SCANTIME
MOVD M
INX H
MOVE M
PCP H
CALL RESSET
LXI B, G001h
DCX B
MOV AB
ORAC

JNZ LBCOR
LXI B, 0200h
MVI A, 2Dh
OUT 22h
MVI A, 25h
QuT 22h
MVI A, 21h
QUT 22h
MVI A, 29h
QUT 22h
MVI A, 21h
OuT 22h

; configuracao do mostradar - endereco
» carrega HL com end. inicial da mensagem do campo de enderecos
, mostra READ no campo de enderecos
; configuracao do mostrador - dado
; carrega HL com endereco inicial da mensagem do campo de dados
; mostra "no. de espectros” no campo de dados
. carrega HL com o end, inicial onde estao as variaveis do programa
; carrega A com o no. de espectros contido em HL (feito via micro)
; transfere numero de espectros para contador
; incrementa HL
, carrega A com delay para corrigir linha base
-, transfere 10. byte (+ sig.) do delay inicial
; incrementa HL
, carrega A com delay para carrigir linha base
; transfere 20. byte (- sig.) do delay inicial
; carrega HL com o endereco inicial dos espectros
; salva HL na pilha
; carrega ML com endereco do tempo de varredura
: } carrega par DE com tempe para a conversao
; } do AD (entre 0003 e FFFF)
; } carrega 1o. +sig., depois -sig.
; retorna HL
; reseta a matriz de diodos
; carrega BC com delay inicial para corrigir linha base
; {(default = 1, maximo = FFFF)
: verifica o tempo de integracao
; retorna se nac terminou
: carrega BC com 1 espectro
;wr=1, rd=0, s=1, ¢=1, =0, en=1
: levanta linha de start do PDA
;wr=1, rd=0, 5=1, c=0, r=0, en=1"
; abaixa a linha de clock do PDA
cwr=1, rd=0, s=0, c=0, =0, en=1
; abaixa linha de start; puiso perdido
»wr=1, rd=0, s=0, c=1, r=0, &n=1} pulso de
; levanta a linha de clock } clock que
cwr=1,rd=0, =0, ¢=0, r=0, en=1) coloca o
; abaixa a linha de clock } diodo
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MWVI A, 25h ;wi=1,rd=0, s=0, ¢=1, =0, en=1} para se fazer
OuT 22h : levanta a linha de clock }leitura via AD
MVI A, 28h »wr=0, rd=0, $=0, c=1, =0, en=1] pulso
QUT 22h ; abaixa a linha de write do AD ] negativo
MVI A, 29h ywr=1, rd=0, s=0, c=1, =0, en=1] no write
OUT 22h ; levanta a linha de write do AD ] do ADC
PUSH D ; salva o conteudo dos registradores D e E
TIME: DCX D 1 } conversao do AD, minimo = 03h e maximo = FFFFh
MOV AD ; } pade ser alterado atraves do microcomputador
CRAE ; verifica o tempo de integracao
JNZ TIME ; §€ nao terminou, retorna
POPD : retorna os valores dos registradores D e E
IN 21h ; leitura do AD
MGV M.A : coloca o valor lido na memaria apontada por HL
INX H ; incrementa endereco da memoria
MOV AB ; move B para A
CPI0Ch , compara com zera. Se = zero, metade da varredura foi efetuada
CZ ICRTIME : entao, incrementa tempo de conversao do AD
MV A, 38h »wi=1, rd=0, =0, c=1, r=1, en=1
QUT 22h : levanta a linha de reset do PDA
DCX B ", decrementa par BC {contador dos diedos)
MOV AB ; verifica se todos os diodos foram lidos
ORAC ;{ora=1,seAouC=1)
JNZ DIODE ; se nao, retorna para ler outro diodo
MOV A H : Move contador de espectros H para A
CPl 40h : verifica se terminou (40h = 5 espectros - defauit)
JM SCAN ; 5€ nac terminou, obtem outro espectro
CALL ENDJOB2 ; 8nvia asterisco para o microcomputador

JMP RUNSPEC ; reterna para RUNSPEC

. RESSET: reinicializa ("reset") o arranjo de diodos

RESSET: L.XI 8, 0200h

; carrega BC com 1 espectro

MVI A, 2Dh »wr=1, rd=0, s=1, ¢=1, r=0, en=1
OuUT 22h ; levanta linha de start do PDA

MVI A, 25h cwr=1, rd=0, s=1, ¢=0, r=0, en=1
QuUT 22h ; abaixa a linha de clock do PDA
MVL A, 21h swr=1, rd=0, 5=0, ¢=0, r=0, en=1
OuT 22h ; abaixa linha da start: puiso perdido

RDIODE: MVt A, 29h

;wr=1, rd=0, s=0, ¢=1, r=0, en=1} pulsc de

OUT 22h : levanta a linha de clock } clock que
MWVI A 21h »wr=1, rd=0, =0, c=0, r=0, en=1} coloca o
OuUT 22h ; abaixa a linha de clock } diodo

MVI A, 29h ywr=1, rd=0, s=0, ¢=1, r=0, en=1} para se fazer
QUT 22h ; fevanta a linha de clock } leitura via AD
MVI A, 39h swr=1, rd=0, =0, c=1, r=1, en=1

QUT 22h » levanta a linha de reset do PDA

CCXB : decrementa par BC (contador dos diodos)
MOV AB wverifica se todos os diodos foram lidos
ORAC fora=1,5e AouC=1)

JNZ RDIODE ; se nao, retorna para ler outro diodo

RET :retorna

; ICRTIME: incrementa o tempo de conversao do AD

ICRTIME: INX D ; incrementa contadar DE
RET ; retorna
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, SEND: envia dados (espectros) para 0 microcomputador

. TRANSMIT: o byte existente na memdria apontada por HL é enviado ao
;microcomputador como um caracter ASCII,

. TIMEDEL: decrementa intervalo de tempo entre os espectros e para iniciar a
;obtenc¢ao de espectros, contendo as subrotinas INTERDEL e INITIDEL

, ENDJOB2: envia um asterisco para o microcomputador, comunicando que a
‘tarefa foi realizada e retorna

; CALSPEC: mostra mensagem de calibragio do PDAS

; Mensagens para o monitor e pardmetros

; Par@metros

AVERAGE: DB 40h ; contador do numero de espectras (default = 7)

BASELINE: DB Q0h ; delay para correcao da linha base
DB 01h : default = 1, maximo = FFFF

SCANTIME: DB 00h ; tempo de integracao do espectro (default = 3)
DB 03h : maximeo de FFFFh

INTERVAL; DB 0Ch , intervalo de tempo entre espectros (default = A)
DB 0Ah ; maximo de FFFFh.

INITIAL: DB Q0h -7 intervalo de tempo para intervalo de tempo entre

DB aoh ; espectros (default = 0), maximo de FFFFh.

Listagem VIIL.4. Programas de controle do espectrofotdometro em cédigos
hexadecimais.

*  Procedimento 1 (pdaspr01.hex):

:20300000CDA708216731CDB702CDACD8215F31CDB7023E0203203E20D322C31B08CDACOR47
:2030260021BBOBCDB702CD5A08CD630877C6022377060523CD63087705C23330CD4031C3DE
:203040000G30CDA708216B31CDB702CDACOB216F31CDB702210032160072237CFE4QF ASSAE
:2030800030C04031C30030CDAT08217131CDB702CDACD8215F31CDB70221613156235E21C7
'2030800000320100023E2DD3223E2503223E21D3223E29D3223E21D3223E20D3223E2803AA
:2030A000223E280322D51DG2A630D1DB2177233E39D3220878B1C2913015C28230CD403187
:2030C000C30030CDAT08215B31CDB702CDACO8215F31CDBT02CD5208CDES30231B7ARIC25D
:2030E000D830CD4031C300307ECDY308COCDAT08217531CDB702CDACO8217931CDB702242C
:20310000633146234ECD2F310B78B1C20531CD4031C30030CDAT08217B31CDB702CDACOBBA
:20312000217F31CDB70221653146234EC3053111012C1B7BFEQOC232317AFEQQC 232316974
:203140003E2ACD9308CBCLAT08218131COB702CDACO8218531CDB702C31BOB0S0EQDDAQDT3
:203160000507C30000000005120E0CAC1 10E0A1424140ECAQDODOE110AAQ010D0E110AAOBC
:07318000CC0C0AA1115051235

:00000001FF
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s Procedimento 2 (pdaspr02.hex).

:20300000CDAT0821B331CDBT02CDAC0821A831COB7023E02D3203E29D322C31B03CDACQOSB2
:2030200021BBO8CDB702CD5A08080ACDE6308772305C22B30CDBY31C30030CDAT0821B731F4
:20304000CDB702CDAC0821BB31CDB702210032160072237CFE40FAS5130CD8931C30030CD5C
:20306000A70821BD31CDB702CDACO821A831CDB70221AA317E32DA30237E329230237E32ED
:203080008130210032E521AD3156235EE1 CDE4300101000B878B1C293300100023E2DD32281
:2030A0003E2503223E2103223E29D3223E2103223E2903223E2803223E290322D51B7AB384
:2030C000C2BD30D1DB21772378FEOOCCOA313EISNI220B78B1C2A8307CFE40FABS530CD8964
:2030E00031C300300100023E2D03223E2503223E2103223E29D3223E2103223E29D3223E53
:203100003903220B78B1C2F330C913CSCDATO821A431CDB702CDACO821A831CDBT02CD52AB
:2031200008C03131231B7AB3C22131€08931C300307ECDI308CACDAT0821C131COB702CDCE
:20314000AC0821C531CB70221AF3146234ECDT78310B78B1C24E31CD8931C30030CDA70885
:2031600021C731CDB702CDAC0O821CB31CDB70221B13146234EC34E3111012C1B87BFEQOCZFC
:203180007B317AFEO0C27B31C93E2ACDO308CECDAT0821CD31CDBT02CDACO821D131CDBYF2
:2031A00002C31B080S0EODOADOO0S4000010003000A000005120EQCOC110EDA1424140ECAED
:1331C000GDODOE110AAD010DOE10AADCO0C0AT1 11605122F

:00000001FF
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VIil.4. Programa de Controle do Sistema Minimo

Este programa foi escrito em QuickBasic 4.5 e possibilita que o
microcomputador IBM-PC controle o sistema minimo TSI 8085 e, portanto, o
espectrofotdmetro. A Listagem VIiI.5 mostra apenas as rotinas principais e

alguns menus para que se possa verificar como este programa foi estruturado.

Listagem VIIL.5. Programa de controle do sistema minimo.

st PHOTODIODE ARRAY SPECTROPHOTOMETER - 1 #wasswiridbiiiit

menu;

CLS

LOCATE 8, 20: PRINT "* PHOTODIODE ARRAY SPECTROPHOTOMETER *

LOCATE 10, 21: PRINT "This program allows to control PDAS."

LOCATE 11, 21: PRINT "Press following keys on PDAS board"

LOCATE 12, 21: PRINT "to initiate comunication:"

LGCATE 13, 21; PRINT "1. <INICIO PROG>"

LOCATE 14, 21: PRINT "2. <D> <8 <> <(0>"

LOCATE 15, 21: PRINT "3, <EXE>"

LOCATE 16, 21: PRINT "Then, press <ENTER> to connect PDAS."

LOCATE 19, 27: PRINT "Press <ESC> to exit"

chooseprogram:
CLS
LOCATE 8, 20: PRINT ™ PHOTODIODE ARRAY SPECTROPHOTOMETER *'
LOCATE 12, 18: PRINT "Press <1> to load non-correcting baseline program”
LOCATE 14, 18: PRINT "Press <2> to load correcting baseline program*
LOCATE 18, 27: PRINT "Press <ESC=> to exit"

' valores "default” das variaveis (pardmetros)

IF flagprog% = 1 THEN " integragao constanta
averagenumber®% = 5: averagenumber$ = "05" ' espectro & média de "averagenumber” varreduras
scantime = 44: scantime$ = "03" ‘tempo de varredura de wm espectro

ELSEIF flagprog% = 2 THEN ' integracéo variavel
averagenumber%% = §: averagenumber$ = "40": avrmess$ = "05"
scantime = 294; scantime$ = "0003"

bleor = 12.7: bicor$ = “0002" ' correqio da linha base
END IF
specnumber® = 1: specnumber$ = "01" " nimero de espectros
intervaltime = 1: intarvaitime$ = "000A" ' intervalo de tempo entre espectros

initialtime% = 0: initialtime$ = "0000" "intervalo de tempo para iniciar obteng#io de espectros
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" enderegos para comunicagio com o sistema minima:

load$ = "082F": menu$ = "0809" parameter$ = "301D"; read$ = "3600" runspec$ = "3000"
IF flagprog% = 1 THEN
calibration$ = "3146™ clear$ = "3042": intervaldelay$ = "30ED"
initialdeday$ = "3114": run$ = "3067": send$ = "30C3"
'iniadd$ = "3160" (subrotina parameters1)
ELSEIF flagprog% = 2 THEN
calibration$ = "318F": clear$ = "303A™ intervaidelay$ = "3136"
initialdelay$ = "315D": run$ = "305F"; send$ = "310C"
‘miadd$ = "31A8" (subrotina parameters2)
END IF

loadprogram: ' carrega programa principai no sistema minimo
CLOSE #1
CPEN "COM1:9600,N,8,1,RS,CD0,CS0,DS0,RB32000,TB32000" FOR RANDOM AS #1
OPEN program$ FOR INPUT AS #2
n% =0 'n% = numero de linhas do arquivo
WHILE NOT ECF(2)
n% =n% + 1
LINE INPUT #2, lin$(n%)

WEND
endbyte$ = MID${in3(n% - 1), 2, 2) 'namero de bytes da ultima finha do arquivo *.hex
endbyte% = HEXTODEC(endbyta$) ' transforma n¢ de bytes de haxa para decimal

numbytes% = 32 * (n% - 2) + endbyte%
numbytes$ = FOURHEX$(numbytes%)
adress$ = MID$({lin$(1}, 4, 4)
CALL password: PRINT #1, load$;: PRINT #1, numbytes$;: PRINT #1, adress$:
FORi% =1TO (n% - 2)
IiNS(i%) = MID$(lin$(i%), 10, 64)
PRINT #1, lin%(i%):
NEXT i%
In${n% - 1) = MID$(lin$(n% - 1), 10. (endbyte% * 2))
PRINT #1, lin$(n% - 1);
CLOSE #2
CALL endjob

' envio dos valores "default" para o sisterna minimo.

CALL password: PRINT #1, parameter$;: CALL parameters(flagprog%): CALL endjob
CALL password: PRINT #1, menu$;

comunication:  * menu principal de comunicagéo
CLS
LOCATE 8, 20: PRINT "SPECTROPHOTOMETER COMUNICATION MENL"
LOCATE 10, 22: PRINT "Press <C> to Calibrate PDAS"
LOCATE 12, 22: PRINT "Press <R> to Run spectrum”
~ LOCATE 14, 22: PRINT "Press <D> fo Display spectrum"
LOCATE 16, 22: PRINT "Press <ESC> to go back to main menu”

calmenu: ' calibracdio do espectrofotémetro
CALL password: PRINT #1, calibration$:
CLS

LOCATE 8, 20: PRINT "CALIBRATION OF PHOTODIODE ARRAY SPECTROPHOTOMETER”
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LOCATE 10, 20: PRINT "Press <ALT+S5> to set up PDAS internal parameters”

LOCATE 12, 20: PRINT "Press <R> to Run calibration spectrum”

LOCATE 14, 20: PRINT "Press <ESC> to return”

pdascal:

CALL setnumbytes{numbytes$, numbytes?%)

CALL readspec(run$, send$, numhytes$, read$, mspect())

CALL password: PRINT #1, calibration$§;

FORn% =1TO 512 ' média de varreduras para obtencioe do espectro
mspecl{n%) = (mspec%(n%) / averagenumber%)

NEXT n%

CALL graphic " mostra espectro na tela (ndo consta nesta listagem})

OPEN spectrum$ FOR BINARY AS #4 ' salva espectro de calibragao

FORN% =1TQ 512
PUT #4, , mspecl{n%)

NEXT n%

CLOSE #4

' escotha de pares dicdo x comprimento de onda para calibragao
OPEN wavediod$ FOR QUTPUT AS #3
datacount% =0: n% =1

LOCATE 22, &5: PRINT "Press ; upchr$; ", "; downchr$; ", *; rightchr$; " or *; lefichr$; " ta choose

diode”

LOCATE 23, 5: PRINT "Press <ENTER> to select diede (2 to 10) and input respective wavelangth*

LOCATE 24, 5: PRINT "Press <W> to Wavelength calibration”; SPC{20);
LOCATE 25, 5 PRINT "Press <ESC> to retum”;

diodekey:
dkey$ =" ": WHILE dkey$ =" " dkey$ = INKEYS: WEND
PSET {n%, mspec!(n%)) ' move cursor grafico sabre o espectro

FOR p% =1 TO 5; PRESET (n%, p%): NEXT p%
SELECT CASE dkey$
CASE moveup$: n% =n% + 10
CASE movedown$: n% = n% - 10
CASE moveright$: n% =n% + 1
CASE moveleft$: n% =n% - 1
CASE enter$: GOTO waveiength
CASE IS = "w", "W" '
datacount10:
datatot%e = datacount%
IF datatot% < 2 GOTO diodekey
VIEW: WINDOW
CLOSE #3
GOTO wavecal
CASE escape$
VIEW: WINDOW
CLOSE #3
GOTO calmenu
CASE ELSE: GOTO diodekey
"END SELECT
LOCATE 3, 71: PRINT SPC{10);
IF n% > 512 THEN n% = n% - 512
IFn% <0 THEN n% = n% + 512
IFn% =0 THEN n% = n% + 1
IF n% < 10 THEN LOCATE 3, 32: PRINT SPC{4);
LOCATE 3, 32: PRINT n% ' mostra numero do diodo
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LOCATE 3, 50: PRINT USING "###.18"; mspecl{n%) ' mostra intensidade do sinai
PRESET {n%, mspecl{n%)) ' move cursor grafico sobre o espectro
FOR p% = 1 TO 5: PSET (n%, p%}): NEXT p%
GOTO diodekey
wavelength;
datacount% = datacount% + 1
inwave: " "entrada de comprimento de onda relativo ac diodo
LOCATE 3, 71: PRINT SPC(60);
LOCATE 3, 71: LINE INPUT ™, wave$
diode{datacount¥) = n%
wave(datacount?%) = VAL({wave$)
PRINT #3, datacount%; diode(datacount3), wave{datacount%)
IF datacount% = 10 THEN GOTO datacount10Q
GOTO diodekey
wavecal: ' mostra os pares escolhidos diedo/comprimento de onda
CLS
OPEN wavediod$ FOR INPUT AS #3
LOCATE &, 26: PRINT "CALIBRATION DATA FOR PDAS"
LOCATE 10, 22: PRINT "data"; SPC(5); "diode"; SPC(5): "wavelength (nm)"
dataline% = 10
WHILE NOT ECF{(3)
dataline% = dataline% + 1
INPUT #3, datacount%, diode(datacount%), wave{datacount%)
LOCATE dataline%. 23: PRINT USING "##"; datacount%;
PRINT SPC(7); . PRINT USING "###", dicde(datacount®);
PRINT SPC(10); : PRINT USING "### #%", wave(datacount%)
WEND
CLOSE #3

LOCATE dataline% + 2, 24: PRINT "Press 1 10", datatot%; "ta delete data” * ndo consta nesta listagem
LOCATE dataline% + 3, 24: PRINT "Press <C> to calibration calcule";
LOCATE dataline% + 4, 24: PRINT "Press <ESC*> to return”:

calcule:
OPEN wavediod$ FOR INPUT AS #3
WHILE NOT EOF(3)
INPUT #3, datacount%, diode(datacount), wave(datacount%)
WEND
CLOSE #3
CALL leastsqr(datacount%, diode(), wave(}, angcof, lincof, corr)
firstdiode = lincof + angcof
lastdiode = lincof + (angcof * 512)
resolution = (lastdiode - firstdiode) / 512
LOCATE dataline% + 2, 4
PRINT "range =", : PRINT USING "###.##"; lastdiode; : PRINT "to " ;
PRINT USING "#H#t##", firstdiode; : PRINT " nm"; SPC(3); :
PRINT “resol. =, : PRINT USING "####", ABS(resolution); : PRINT " nm/diode™ SPC(3); -
PRINT "corref. ="; : PRINT USING "#.#6H1#"; ABS{corr}; '
OPEN leastsqu$ FOR QUTPUT AS #3
PRINT #3, firstdiode; lastdiode; resolution; corr
CLOSE #3
OPEN paramter§ FOR QUTPUT AS #3
PRINT #3, specnumber%; intervaltime; initialtime%; averagenumber%;: scantime; blcor
CLOSE #3
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CALL password: PRINT #1, menu$;
GOTO comunication

runpdas:
CLS
LOCATE 8, 30: PRINT "RUN SPECTRA IN PDAS"
LOCATE 10, 22: PRINT "Press <S> to Set up PDAS parameters"
LOCATE 12, 22; PRINT "Press <R> to Run spectra"
LOCATE 14, 22: PRINT "Press <B> to run Blank spectrum”
LOCATE 18, 22: PRINT "Press <ESC:> to go back to comunication menu®

CALL password: PRINT #1, runspec$;
CALL password: PRINT #1, clear$; ' limpa memoria do espectrofotdmetro
CALL endjob :

setup: ' ajusta pardmetros do espectrofotémetro
CLS
LOCATE 8, 20: PRINT "SET UP SPECTROPHOTOMETER PARAMETERS"
CALL password: PRINT #1, parameter$:
LOCATE 10, 12: PRINT "1. Number of spectra (1 to 255) = *; specnumber%
LOCATE 11, 12: PRINT "2. Elapsed time between spectrum (1.0 to 6500 s) = ; intervaltime: "s"
LOCATE 12, 12: PRINT "3. Elapsed time to initiate data collection (0 to 6500 5) = *; initialtime%; "s"
LOCATE 14, 20: PRINT "Press <1> to <3> to change these parameters”
LOCATE 15, 20: PRINT "Press <ESC> to return”

setdown: ' ajusta pardmetros "internos” do espectrofotdémetro

CLS
LOCATE 8, 20: PRINT "SET UP SPECTROPHOTOMETER INTERNAL PARAMETERS"
CALL password: PRINT #1, parameter$;
LOCATE 10, 12: PRINT "1. Number of spectra for average (1 to 5) =" averagenumber%

IF flagprog% = 1 THEN
LOCATE 11, 12: PRINT "2. Time to scan a single spectrum {44 to 628 ms) = "; scantime; "ms"
LOCATE 13, 20: PRINT "Press <1> or <2> to change these parameters”
LOCATE 14, 20: PRINT "Press <ESC> to return”

ELSEIF flagprog% = 2 THEN
LOCATE 11, 12: PRINT "2. Time to scan a single spectrum (294 to 1314 ms) = *; scantime: "ms"
LOCATE 12, 12: PRINT "3. Delay to correct baseline (12.7 to 535.1 ms) = "; blcor: "ms"
LOCATE 14, 20: PRINT "Press <t> to <3> to change these parameters”
LOCATE 15, 20: PRINT "Press <ESC> ta return”

END IF

blank: ' ohtém espectro de referéncia
CALL password: RINT #1, parameter$:
CALL parameters(flagprog%): CALL endjob

inname;
CLS
LOCATE 8, 20: PRINT "SCANNING BLANK SPECTRUM IN PDAS"

" LOCATE 10, 20: INPUT "File: ", blankname$ )

blankname$ = UCASES3(blankname$ + ".blk")

blank2:
CALL setnumbytes(numbytes$, numbytes%)
CALL readspec{run$, send$, numbytes$, read$, mspec%())
CALL password
PRINT #1, runspecg;
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invi% = 513
FORn% =1TO 512 ' calculo da média das varreduras para obtengfio do espectro
invd = inv% - 1
bspec!(inv%) = mspec%{n%) / averagenumber%
NEXT n%
CALL graphic ' mostra espectro na tela (ndo consta nesta listagem)
VIEW: WINDOW
OPEN blankname$ FOR BINARY AS #4
FORn% =1TQ0 512
PUT #4, | bspec!(n%)
NEXT n%
CLOSE #4
CALL password: PRINT #1, parameter$;: CALL parameters(flagprog%): CALL endjob
GOTO runpdas

runspectra: ' ohtem espectros
CLS
IF blankname$ = "™ THEN
LOCATE 10, 22: PRINT "BLANK SPECTRUM WAS NOT SCANNED"
SLEEP
GOTO runpdas
END iF
lenfile% = LEN(blankname$)
FOR If% = 1 TO tenfile%
pointd = MID$(blankname$, if%, 1)
tF pointy ="" THEN
filename$ = MID$(blankname$, 1, % - 1)
EXIT FOR
END IF
NEXT (%
paraname$ = UCASES(filename$ + " prm")
filename$ = UCASES(filename$ + “.pda”)
CALL setnumbytes(numbytes$, numbytests)
LOCATE 8, 20: PRINT "SCANNING"; specnumber®%; "SPECTRA IN PDAS"
OPEN paraname$ FOR QUTPUT AS #6
PRINT #8, specnumbaer; intervaltime; initialtime%; averagenumber%; scantime; blcor; firstdiode:
lastdiode; resolution
CLOSE #6
OPEN filename$ FOR BINARY AS #5
IF initialtime% > 0 THEN 'intervalo de tempo antes do inicio da obiengic de espectros
CAlL password
PRINT #1, initialdelay$;
LOCATE 14, 20: PRINT "Waiting"; initialtime%; "s to initiate data collaction”

CALL endjob
END IF
LOCATE 14, 20: PRINT SPC(40);: LOCATE 14, 25: PRINT "Please, wait !
s% =0
LOCATE 11, 20: PRINT "Number of spectra obtained: *; s%
FOR 5% = 1 TO specnumber% ' obtem “specnumber” espectros

CALL readspec(run$, send$, numbytes$, read$, mspec%()
IF % < specnumber% THEN

CALL passward

PRINT #1, intervaldelay$;
END IF
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FOR n% =512 TO 1 STEP -1 ' média de "averagenumber” varreduras para um espectro
mspec!(n%) = mspec¥%(n%) / averagenumberls
PUT #5, , mspec!(n¥) ' salva dados em arquivo determinado pelo usuario
NEXT n%
LOCATE 11, 48: PRINT s%
BEEP
IF 5% < specnumber3 THEN CALL endjob
NEXT 5%
CLOSE #5

LOCATE 8, 20: PRINT "SPECTRA WERE RUN IN PDAS AND SAVED"

LOCATE 10, 20: PRINT "File: "; filename$

LOCATE 11, 20: PRINT “number of spectra: ", specnumber%; SPC(10};

LOCATE 13, 20: PRINT "Press <D> to Display these spectra”® ' ndo consta nesta listagem
LOCATE 14, 20: PRINT "Press <K> to Kill this file and return® * nao consta nesta listagem
LOCATE 15, 20: PRINT "Press <ESC> to return”

END

SUB endjob ' recebe um asterisce do sistema minimo
ey=""
WHILE gj§ <> "
aj$ = INPUTS(1, #1)
WEND
END SUB

FUNCTION FOURHEXS (dec%) ' transforma decimal em hexadecimal de 4 digitos
hec$ = HEX$(dec%)
lenhec = LEN(hec$)
iF lenhec < 4 THEN
FORi=lenhec TO 3
hec$ ="0" + hec$
NEXT
END IF
FOURHEXS$ = hec$
END FUNCTION

FUNCTION HEXTODEC (as$) ' transforma hexadecimal em decimal
DIM c${10}, a(10}
num = 0
n = LEN(as$)
FORi=1TOn
c$(i) = MID$(as$, i, 1)
a(iy = VAL({cS(ip
IF c&{) = "A" THEN a(i) = 10
IF c{i) = "B" THEN a(i) = 11
IF c${(i) ="C" THEN a(i) = 12 ~
IF ¢§{i) = "D" THEN a(i} = 13
IF c§{i) = "E" THEN a(i} = 14
IF ¢§{i) = "F" THEN a(i) = 15
num = num + {18 * (n - 1)) * a{i)
HEXTODEC = num
NEXT i

END FUNCTION
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SUB parameters (flagprog%) ‘envia pardmetros para ¢ sistema minimo

IF flagprog% = 1 THEN
infadd$ = "3160" 'enderece inicial ende serao alocados os paramatros
PRINT #1, iniadd$;: PRINT #1, average$,
PRINT #1, scan$;: PRINT #1, interval$;
PRINT #1, initial$:

ELSEIF flagprog% = 2 THEN
iniadd$ = "31A9" ‘endereco inicial onde serac alocados 0s parametros
PRINT #1, iniadd$;: PRINT #1, avrmess$;
PRINT #1, average$;: PRINT #1, blcor$;
PRINT #1, scan$;: PRINT #1, interval$:
PRINT #1, initial$:;

ENDIF
END SUB
5UB password ' envia dais asteriscos para o sistema minimo
PRINT #1, "*";: PRINT #1, “*
END SUB
SUB readspec (run$, send$, numbytes$, read$, mspec%() ' obtengao de espectros

DIM intspec?%(512)
CALL password

PRINT #1, run$; ' sistema minimo obtem dados
CALL endjob: CALL password
PRINT #1, send$; ' sistema minimo envia dados para ¢ microcomputador

PRINT #1, numbytes$;
PRINT #1, read$;
ERASE mspec%
FOR n% = 1 TO averagenumber¥
FOCRm% =170 512
int§ = INPUTS$(1, #1)
intspec%(m%) = ASC{int$)
mspec¥%(m%) = mspec%(m%) + intspec®%(m%)
NEXT m%
NEXT n%
CALL endjob
ENC SUB

SUB setnumbytes (numbytes$, numbytes%) ' determina n2 de bytes que o 8085 deve enviar ao micro
numbytesd = "": numbytes% =0
numbytes% = averagenumber% " 512
numbytes$ = FOURHEXS$(numbytes%)

END SUB

FUNCTION TWOHEXS {dec%) ' transforma decimal em hexadecimal de 2 digitos
dec$ = HEX$(dec%)
lendec = LEN{dec$)}
IF lendec = 1 THEN dec$ = "0" + dec$
TWOHEX$ = deck
END FUNCTION
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VIS5, Circuito Eletronico da Valvula Amostradora

A Figura VIIL.3 mastra o circuito eletrénico digital para o controie do
motor de passo empregado na construgdo da valvula amostradora automatica.
Este circuito € basicamente constituido por um CI 4013 ("flip-flop” duplo, cujas
saidas Q se alternam em 0 e 1, a cada transigéo de nivel baixo para aito que
pode ocorrer em cada entrada CLK), um CI 74LS393 (contador binario de 4 bits
duplo), um Cl 74LS157 (seletor de 2 entradas, onde caso STR = 1, entdo Qp =
0 ecaso STR =0, entdao Qp = Ap, se SEL = 0 ou Qp, = By, se SEL = 0) e um Cl
535 (temporizador, que gera os pulsos para o contador binario).

O microcomputador, antes do inicio de uma analise, reinicializa o
circuito, aplicando um pulso positivo no "reset" do flip-flop e no "clear1” do
contador, através do bit 0 (P2) do "latch" de controle L1 (Apéndice VIII.8, Figura
VIl1.10), colocando todas as saidas Q dos Cls 4013, 7418393 e 74L.S157 em
nivel baixo. Apds o "reset"’, um pulso negativo é aplicado pelo microcomputador,
atraveés do bit 2 (P6) do "latch" L1, no "clock 1" do flip-flop, tornando sua saida
Q1 = 1. Desta forma, os pulsos gerados pelo Cl 555 sao aplicados na entrada
1A do contador binario, cujos sinais de saida, apés selecionados pelo CI
74L.5157 (SEL = 0, Qp = Ap), acionam as bobinas B1, B2 e B3 do motor (nesta
ordem}, movendo a vélvula para a posi¢do de injegdo. Quando a haste
localizadora da valvula interrompe o opto |, um pulso é aplicado nos "clock 1" e
"clock 2" do flip-flop, tornando as saidas do flip-flop Q1 = 0 (STR = 1 e, portanto,
Qg = 0 - motor desligado) e Q2 = 1 (SEL = 1). Quando, entdo, a primeira bolha
de ar do monossegmento atinge o opto R, um outro pulso é gerado, tornando a
saida do flip-flop Q1 = 1, o que causa o acionamento das bobinas do motor na

ordem B1, B3 e B2, retornande a vaivula para a posi¢cdo de amostragem.
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Quando a haste localizadora da valvula interrompe 0 opto A, o circuito retorna

ao estado inicial (nova injegéo).

micra P6/L1 L™ Cl 4081
R 3 ki Qr—
opto
P ek 4 )13
o] dlrer O Q1 2
opto =
1 Cl 4070 P2/L1 19 RST 1 D1 5
3TN Slser1 3 @12
8 9
SET2 D2
Opto A ") 4071
7 _|_14
= +5V
1 KQ 7 555 — | 4
+5V RST
% 6 g—1+5V
Vee
200 KQ 5 5 ,001uF
trigger | Il
ouT
01uF - =
j— 3 37
Cl1 4069
1 15
131, (A Cl 4001 S ser Sw |,
11 7 3 A1 a1l— B1
200 4 1QA 3 7 7
10 L 4 B1 4 Qz(— B2
— 208 10B 5 L 9
9 S 5 A2 a3— B3
—2@c 3 1QCc[— \ 10 S 12
8 9 6 B3 1 Q4—
~=—2QD 1QDF— ' )——‘
12 3 2 ﬁ] Wa 5 a2
CLR2 CLR1 8 7 13
B2 84—
7 J_14 D_

= 45V 8__ -I—16

P2/L1

Figura VIII.3. Circuito eletrénico digital para controle do motor de passo da valvula
amostradora automatica.
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A Figura VIII.4 mostra o circuito eletrnico para o acionamento de
uma das bobinas do motor de passo. Estas bobinas podem ser acionadas
diretamente pelo microcomputador, que emprega os bits 4 (P12), 5 (P15) e 6
{P16) do "latch” de controle L1 (Apéndice V!11.8, Figura VIII.10).

+24V

1N4007 bobina

Cl 4071

B1, B2 ou B3
M) TIP 121
P12, P15 ou P16/ L1 10K Q

Figura VIIL.4. Circuito eletrdnico para acionamento das bobinas do motor de passo (B1,
B2 e B3 correspondem, respectivamente, as saidas Q1, Q2 e Q3 do Cl
741.5157, mostrado na Figura VIII.3).

A Figura VIIL.S mostra o circuito eletrénico para a extragédo de
sinais dos sensores opticos "A" e "I". A fungdo do Cl 4584 ("schimitt trigger") é
tornar as transicdes de niveis geradas pelo sensor 6ptico rapidas o suficiente
para que o flip-flop responda. Como o "schimitt trigger” inverte o sinal, foi
empregado o Cl 4069 para reinverté-io. Neste circuito, a saida Vgt esta em
nivel baixo quando o sensor nao estd interrompido e nivel alto quando ocorre a
interrupgao. O microcomputador tem acesso ao estado dos sensores Opticos "A"
e "I" através dos bits 0 (P3) e 1 (P4) do "latch” de controle L2 (Apéncie VIII.8,
Figura VII1.11).
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+5V +5V

220 Q2 12K0

V= O

Cl 4584 Cl 4069

ol S,

Figura VIII.S. Circuito eletrénico para extragdo de sinais dos sensores opticos "A" e "I"
da valvula amostradora automatica.

O circuito eletrénico para extragdo de sinais do sensor dptico "R" &
mostrado na Figura VIIi.6 (Apéndice VIH.6), pois é também um dos sensores do

primeiro médulo automatico de adigio de reagentes.
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VIIL6. Circuito Eletronico do Médulo de Adigdo de
Reagentes

A Figura VIIL.6 mostra o circuito eletrénico necessario para se
extrair os sinais logicos dos sensores oOpticos, cujos estados podem ser
acessados pelo microcomputador através dos bits 2 (P7), 3 (P8), 4 (13) e 5
(P14) do "atch" de controle L2 (Apéndice VIII.8, Figura VIII.11), empregados na
construgao do médulo automatico de adigéo de reagentes”. O Cl 741 & usado
para se obter os niveis logicos, pois a transigao ar/solugao nio é suficiente para
gera-los. O resistor variavel & 0 capacitor colocados apds este Ci tém a fungao
de atrasar a resposta do sensor dptico, tornando-o imune a passagem de
pequenas bothas de ar. A saida Vgt de cada circuito alimenta a entrada de
“clock” de um flip-flop (Cl 4013), para acionamento das valvulas solendides

conforme a passagem das bolhas de ar, como mostrado na Figura VIII.7,

+5V +5V

12KQ 12K Q 1MQ
— N —
+5V Cl 4584
+ 500 KO

() _CI 741 —\/W\ Vot

-5V
1N4007 22pF
N
\/\/\/\—(+5v — -

Figura VIIl.6. Circuito eletrénico para extragdo de sinais dos sensores dpticos do
maodulo de adigdo de reagentes.

" um circuito idéntico é empregadg para a extragéo de sinais logices do sensor éptico empregado
ne sistema de detecgao.
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+12V
1N4007 I valvula
Cl 4081 solendide
Cl 4071
opto 1 ek o 1 Cl 4081
opto 2 Herke 4 gof13
et 0 g2 PO TIP 121
= 10 1 5 hab
P21 RST D1
6 SET1 3 Q2 i —
8 SET2 D2 ]

7 J_14

—_ +5V

Figura VIIL7. Circuito eletrénico para acionamento das valvulas solendides.

Com a reinicializagdo do circuito efetuada pelo microcomputador
(pulso positivo no "reset" do Cl 4013), as saidas Q1 e Q2 do flip-flop sao
colocadas em nivel baixo. Quando a primeira bolha de ar do monossegmento
atinge o "opto 1" do médulo, a saida Q1 torna-se igual a 1 e quando esta
mesma bolha atinge o "opto 2", a saida Q2 torna-se igual a 1. Desta forma, a
vavula solendide ¢ acionada, caso tenha sido habilitada pelo microcomputador.
Quando a segunda bolha de ar do monossegmento atinge o "opto 1" do médulo,
Q1 torna-se igual a 0, desligando a valvula solendide. A passagem desta
mesma bolha pelo "opto 2", também torna Q2 = 0, retornando o circuito para o
estado inicial e, portanto, pronto para a adicdo de reagentes em outro
monossegmento.

Embora os dois médulos de adi¢do desenvolvidos tenham apenas
dois e trés pontos de adigéo, o circuito eletrénico permite habiiitar até 5 valvulas

para o primeiro modulo e 3 valvulas para o segundo. A Figura VIII.8 mostra o
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circuito eletrdnico empregado para estas habilitacdes, efetuadas através do
“latch” de 8 bits Cl 74L8373. O acionamento das valvulas pode ser feito pelo
microcomputador, independentemente das bolhas de ar, através do bit 3 (P9) do

"latch” de controle L1 (Apéndice VIil.8, Figura VIII.10).

latch de
enderecamento
bit 0 =
11 4 ‘
E C1 4081 p/ base dos transistores
L lsB ol E o ouse < i
r e ; 2 ] )
r — 4 r\
ad Ay 2 U
m a 13 S o )
e d — 3 :)‘
n o 4 7 15
ts 7] 3 16 D*
o]
MSB 18] 19 MSB >—
20 10 :
+5 v —
Cl 4081
fip-flop 1 21— Cl 4071
Q22—
P9/L1
Cl 4081
fip-flop2 @1 — Cl 4071
Q2 —
P9/L1

Figura VIII.8. Circuito eletrénico para habilitagdo das valvuias solendides dos modulos
de adi¢do de reagentes.
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VIil.7. Circuito Eletrénico do Sistema de Deteccio

A Figura VIIL.9 mostra o circuito eletranico empregado para a
extragdo de sinais do sensor éptico do sistema de deteccéo (idéntico ao do
mddulo de adigdo de reagentes) e para a identificacdo das bolhas de ar. O
microcomputador pode efetuar esta identificagao pela verificagdo dos estados
do sensor éptico e do flip-flop através dos bits 6 (P17) e 7 (P18) do "latch" de
controle L2 (Apéndice Vill.8, Figura VI).11). Apos a reinicializagéo do flip-flop, a
passagem da primeira bolha de ar do monossegmento pelo sensor bptico (nivel
alto), torna a saida Q1 do Cl 4013 igual a 1, indicando que a amostra ests
passando pela cela de detecgdo. Com a passagem da segunda bolha, Q1 =0, o
que prepara o circuito para detectar uma nova amostra, além de indicar que esta

passando fluido transportador pela cela.

+5V +5V
P17/2 P18/L2
Cl14584
3 CLK1 i -]
4 4 2
RST a1
P2/L1
2uF i ckz O D1 E,
10 rsT 1 Q2 13
6 SET1 3 a2 12
-—BSETZ D2 9
- =4
7 _L14
= +5V

Figura VIIL.9. Circuito eletrénico para extracio de sinais do sensor optico do sistema
de detecgao e identificagdo das bolhas de ar do monossegmento.
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VIILS. Circuitos Eletronicos de Controle

laich de
enderegcamento
hit 1 i
1 1
LE o©E
p B3 2158 RESET (fip-fiops)
a d 4 5
r e
r — z 8 injecdo da amostra
a d _8 L 3 vélvulas de reagentes
m a 13 S 12
e d — 3 motor de passo B1
n o 4 7 19 motor de passo B2
t s 17 3 16
o — — ———— motor de passo B3 | 40689 Cl4584
MSB_ 18 19 MSB -
bomba peristaltica 110V
20 10 ~
BV = = relé de estado

solido

Figura VIII.10. Circuito eletrénico do "latch” de controle L1 (saida de dados).

latch de
gnderacamento
bit2 gy
1 1
b LSB 2|0 [F|3LSB opto A
a d 5] | 4 optol
S ¥ ZI | 7 opto1 (modulo 1)
a d _9| L | 8  opto 2 (mdédulo 2)
r; 3 12| g (13 opto 1 {modulo 2)
n o 15 7 [ 14 opta 2 {mbdulo 2)
ts 18] 3 |17 ___ optoD
° MSB 19 18 MSB 1 (flip-flop de detecgao)
201 10
5V =

Figura VIil.11. Circuito eletrénico do "latch™ de controle L2 (entrada de dados).
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VHIL.

9.

Circuito Eletronico da Porta do Usuario
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azs| PC4L<(— 18 ACK
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— oo POTPE7aiem
B1 7 21+16 GND

Figura VII.12. Circuito eletrénico da porta do usuario (» - pinagem, exceto das portas

iogicas).
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VII.10. Circuito Eletrénico de Decodificacdo de
Enderegos

+5V
10K Cl 4069
ACK
-
+5V }l Cl 4013 ?

| Ju
3 5 2 1 41 8 —_—
STR L 2] Lel | = o1 4068
u C1 4001
10K ‘))_ l >
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11 1 I 1B
LSB 3| LE OFE| p18B I
4 5 =N
T
a 7 4 8 -
sl L e
a S
by — 3 10K
14 7 15
u — 2 —
S 17 16
s | 16 |
MSB_1a 19 MSB +5V
JL
20 I 10 I _DO; latch de controle de valvulas
BV - W latch de controle 1.1
L

latch de controle L2

Figura VII1.13. Circuito eletrénico de decodificagdo de enderegos da interface.
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VII.11. Programa de Controle do Analisador

Este programa foi escrito em QuickBasic 4.5 e possibilita que o
microcomputador IBM-PC controle o analisador e também o espectrofotdmetro.
A Listagem VIIi.8 mostra apenas as rotinas principais e alguns menus para que
se possa verificar como este programa foi estruturado. Varias rotinas sao

idénticas as mostradas na Listagem VIII.5 e, portanto, foram omitidas.

Listagem VIII.6. Programa de controle do analisador monossegmentado.

prdirest . AUTOMATIC MONOSEGMENTED ANALYZER  #+eswsvrsswuwnnn
' constantes relacionadas com ¢ controle da interface
CONST contr% = 1003, pa¥% = 1000, pb% = 1001, pc% = 1002

CONST ohstr% = 3, olstr% = 2, ihstr*s = 5, ilstrs = 4
CONST iack% = 32, oack% = 128, hil% = 255

CONST valv% = 254 "latch de controle de valvulas

CONST mult% = 253 'latch de reset, controle bomba, ete (L1)
CONST opto% = 251 'latch de leitura de optos e amostra (L2)
CONST samp% = 1 ‘opto A

CONST inje% =2 "opto |

CONST o1M% =4 " opto 1 médulo 1

CONST 02r1% =8 ' opto 2 médulo 1

CONST 01r2% = 16 ' opto 1 médulo 2

CONST 02r2% = 32 ' opta 2 modulo 2

CONST spec% =64 "opto D

CONST nsmp% = 128 ' contador de amostras (flip-flop)

CONST resethi% = 1, resetic% = 254 'RESET

CONBST pulsehi% = 4, pulselo% = 251 " injecdio da amostra
CONST reagton% = 8, reagtof% = 247 ' vélvulas de reagentes
CONST smredon% = 16, smredof% = 239 ' motor de passo (B1)
CONST smoraon% = 32, smoraof% = 223 ' motor de passo (B2)
CONST smbroon% = 64, smbroof% = 191 ' motor de passo (B3)
CONST ppumpon% = 128, ppumpof% = 127 ' bomba peristaltica

CONST vion% =1, v1of% = 254 *valvula 1, médulo 1
CONST v2on% = 2, v20i% = 253 "valvula 2, médulo 1
CONST v3on% = 4, v3of% = 251 'wvalvula 3, médulo 1

CONST vdon% = 8, vdoi% = 247 ' valvuta 4, modulo 1
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CONST v5on% = 18, v5of% = 239 ' valvula 5, modulo 1
CONST vBon% = 32, vBof% = 223 "valvula 1, mddulo 2
CONST v7on% = B4, v7of% = 191 'valvula 2, moédulo 2
CONST vBon% = 128, vBof% = 127 'valvula 3, médulg 2

' programagéo da porta de comunicagio 8255

OUT contr%, 193 'programa a 8255
OUT pa%, hil%
QUT pb%, ohstr3

CLS

CALL message(4, 0, 15, "AUTOMATIC MONOSEGMENTED ANALYZER")
CALL message(12, 0, 14, "TURN ON INTERFACE")

CALL instep

valvdata% = 0: CALL outdata(vaiv%, valvdata%) 'valvulas desabilitadas
multdata% = 0: CALL outdata{mult¥%, multdata®%)

CALL outdata{muit%, multdata%)

multdata% = {muitdata% COR resethi% OR smredon%;)

CALL outdata(mult%, multdata%) ‘reset dos flip-flops e posicao do motor
FOR p% =1 TO 100: NEXT

smp% = 16

multdata% = (multdata% AND resetlo% AND smredof%)

CALL outdata(mult%, muitdata%)

mainmenu;
CLS
CALL message(5, 0, 10, "MAIN MENU")
CALL message(9, 0, 3, "1. Adjust sampling valve position™)
CALL message(11, 0, 3, "2. Adjust reagent addition "
CALL message(13, 0, 3, 3. Adjust opto sensors "
CALL message(15, €, 3, "4. Parameters of analysis ")
CALL message(17, C, 3, "5. Spectrophotometer setup ")
CALL message(21, 0, 3, "6. Run analysis B
CALL message(lf%s, Q, 7, "ESC to return™)

valve; ' ajusta posigdo da valvula amostradara
CLS
CALL message(8, 0, 11, "ADJUST SAMPLING VALVE POSITION"
CALL message(13, 0, 2, "Manual adjust")
CALL message(15, 0, 2, "Automatic adjust")
CALL message(lf%, 0, 7, "ESC to raturn®)

reagent: ' ajusta adicdo de reagentes
CLs
CALL message(8, 0, 11, "ADJUST REAGENT ADDITION")
CALL message(13, 0, 15, "Verify if addition of reagents is OK")
CALL message(lfi, G, 7, "ESC to return")
muitdata% = (mulidata® OR resethi% OR reagton% OR ppumpon%)
CALL outdata(mult%, muitdata%)
valvdata% = 255
CALL outdata{valv%, valvdata%)
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SEensar: ' preenche analisador com fluido carregador
CLS
CALL message(8, 0, 11, "ADJUST OPTO SENSORS")
CALL message(16, 0, 15, "Filling analyzer with carrier fluid")
CALL message(18, 0. 15, "PLEASE, WAIT I")

multdata% = (multdata% OR resethi% OR ppumpon%)
CALL outdata(mult%. muitdata%)

multdata% = (multdata% AND resetlo%)

CALL outdata(mult%, mulidata%s)

ten = TIMER

WHILE TIMER - ten < 10: WEND

Do

CALL indata(opto%, status%)

LOOP WHILE (status% AND {(samp% + ¢1r1% + a2r1% + o 1r2% + 62r2% + spec%)} > 1
ten = TIMER

WHILE TIMER - ten < 10: WEND

LOCATE 16, 10; PRINT SPC(60Q),

CALL message(18, 0, 2, "ANALYZER 1S READY")
CALL message(If%s, 0, 7, "ESC to return")

paranal: ' define parametros de andlise
CLS
CALL message(4, 0, 11, "PARAMETERS OF ANALYSIS"
CALL message(8, 25, 2, "Analyte: ") " espécie a ser determinada (analyte$)
CALL message (10, 25, 2, "Wavelength: ") ' comprimento de onda (lambda!)
CALL message(12, 25, 2, "Replicates: ) ' numero de replicatas, 1 a 3 (replicate$)
CALL message(t4, 25, 2, "Conc. unity: ") ' concentragio utilizada
CALL message (16,25 2, "Reagents: ") ' reagentes adicionados
CALL message(18, 25, 2, "Std. conc.: ™) ' padrdes {1 a 7) e concentragdes
CALL message(If%, 0, 7, "ESC to return'™)

diode% = CINT({lambda! - firstdiode) / dispersion) ' define dindo a ser monitorado

pdas: " ajusta parametros do espectrofotdmetro
CALL message(8, 0, 11, "SPECTROPHOTOMETER SET UP")
CALL message(12, 25, 2, “Bandwidth {nm): ") ' fargura de banda (band%)
CALL message(14, 25, 2, "Scans for average: "} ' varreduras p/ espectro c/o média
CALL message(16, 25, 2, "Time to scan one spectrum (ms): ")

IF flagprog% = 1 THEN ' procedimento 1 de varredura
CALL message(18, 25, 2, "Verify baseline )
ELSEIF flagprog% = 2 THEN ' procedimento 2 de varredura

CALL message(18, 25, 2, "Delay to start scan (ms); )
CALL message(20, 25, 2, "Verify baseline ")

END IF

CALL message(lf%, 0, 7, "ESC to return”)

analysis:
CLS
CALL password
PRINT #1, runspec$;
analysis1:
CALL message(8, 0, 11, "RUN ANALYSIS™
CALL massage(13, 0, 2, "Reference spectrum”); CALL message(13, 31, 15, "R")
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CALL message(15, 0, 2, "Stant analysis"): CALL message(15, 33, 15, "S")
CALL message(If%, 0, 7, "ESC to return™)

CALL outdata(valv%, valvdata®) ' habilitagdo das valvulas

reference: ‘obtem sinais de referéncia
CALL message(14, 31, 11, "File;™
CALL message(18, 0, 15, "Place reference solution to fill loop™)
CALL massage(20, 0, 15, "Press ENTER to continue™
CALL message(18, 0, 2, "PLEASE, WAIT I}
CALL message(lf%, 0, 7, "ESC to return™)
multdata% = {multdata% OR pulsehi% OR ppumpon%)
CALL outdata(mult%, multdata®)
multdata% = (multdata% CR resethi%)
CALL outdata(mult%, multdata%s)
multdata% = (multdata% AND resetlo%)
CALL outdata(muit%, multdata%:)
wkey$ ="
thirty = TIMER
oo
wkey$ = INKEY$
LOGP UNTIL TIMER - thirty > 10 OR wkey$ = escape$
IF wkey$ = escape$ THEN
multdata% = (multdata% AND ppumpofo)
CALL outdata{mult%, multdata%)
CLS
GOTO analysis1
END IF
multdata% = {multdata% AND pulselo%)
CALL outdata{mult%, multdata®)
FOR p% =1 TO 200: NEXT
multdata% = (multdata% CR pulsehi%)
CALL outdata(mult%, mulidata%)
wkey$ ="
Do
CALL indata{opto%, status%)
wkey$ = INKEYS
LCOP UNTIL (status% AND spec%) = 64 OR wkey$ = escape’
muitdata®: = (multdata% AND ppumpof)
CALL outdata{mult%:, muitdata%)
IF wkey$d = escape$ THEN CLS : GOTO analysis1
ERASE bspec!
CALL readspec(run$. send3, numbytes$, read$, diode%, band%, bspec!())
LOCATE 18, 20: PRINT SPC(a0);
v% =D
DO
v% = v% + 1
diode$ = "D{" + LTRIM$(STRS (V%) + ") ="
IF flagprog% = 1 THEN lin% = 17
IF flagprog% = 2 THEN fin% = 18
CALL message(lin% + v% - band%, 10, 2, diode$)
COLOR 3: LOCATE lin% + v% - band%, 17
PRINT USING "##5¢ ##", bspeci(v%); : PRINT SPC(20);
LOOP UNTIL v% = 2 * band% + 1
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referenced = name$ + " + LEFTS$(analyte$, 2) + LTRIMS(STR$(Nagprog%))
rspec! =0
FOR n% =1 TO 2 * band% + 1
rspect = rspec! + bspeci{n%)
NEXT n%
rspec! = rspec! / (2 * band% + 1)
OPEN referance$ FOR QUTPUT AS #4
PRINT #4, rspec!; band%,; avrscan%,; replicate$; scan!; delay!; DATES
CLOSE #4
multdata% = {multdata% OR ppumpon}
CALL outdata(mult%, muitdata%)
multdata% = (muitdata% AND resetlo%)
CALL outdata{mult%, multdata¥)
flagref’s = 1
RETURN

start: ' procedimento de andlise
CLS
ERASE Asmptot!, Asmpmed!, Cong!
ERASE Asmp!
ERASE Astdtot!, Astdmed!, Astd!
intensity$ = name$ + " CFA"
CALL message(1. 2, 11, "analyte: "): CALL message(1, 11, 10, UCASES(analyte$))
CALL message(1, 30, 11, "file: ): CALL message(1, 36. 10, intensity$)
CALL message(2, 2, 11, "replicates: "): CALL message(2, 14, 10, replicate$)
CALL message(2, 20, 11, "bandwidth: "}: CALL message(2, 31, 10, band$ + " nm")
CALL message(2, 45, 11, "scans: ") CALL message(2, 52, 10, avr$)
CALL message(2, 60, 11, "integration:"): CALL message(2, 73, 10, LTRIMS(STRS$(scan! + defay))+"ms")
CALL message(If’s, 13, 7, "F1 to inject")
CALL message(If%, 61, 7, "F12 to stop")
label$ = "STD " +"C " + unity + ")" +" A (AU)"
CALL message(5, 2, 15, tabel$)
labeld = "SMP " +"A (AU)" +" C (" + unityd + )"
CALL message(5, 50, 15, label$)
CALL message(7, 32, 15, "Calibration™
IF smax% > 0 THEN
standard$ = name$ + " sid"
OPEN standard® FOR QUTPUT AS #6
§% =0
DO
8% = 8% + 1
COLOR 7: LOCATE 6 + 5%, 2. PRINT 5%
COLOR 3: LOCATE 6 + 8%, 6: PRINT USING "## ##H ", stdl(s%);
PRINT #6, std!(s%);
LOQCP UNTIL s% = smax%
CLOSE #6
END IF
VIEW (40, 225)-(360, 395), . 15
CALL message(18, 3, 7, "A")
CALL message(19, 3,7, "/}
CALL message(20, 3, 7, "a"}
CALL message(21, 3, 7, "u")
CALL message(15, 2, 15, "1.0") 'escala
CALL message(if% - 4, 18, 7, "conc./ " + unity$)
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CALL message(lf% - 4, 6, 15, "0.0"
CALL message{lf% - 5, 2, 15, "0.0")
COLOR 15: LOCATE If% - 4, 38: PRINT USING “##t #"" stdl{smax%) * 1.1;
WINDOW (0, 1h)-(std!(smax%) * 1.1, )
OPEN intensity$ FOR OUTPUT AS #5
5% =1 ‘contador de amostra para injegio
r% =1 ‘tontador de amostra para leitura de espectro
repinj% = ¢: repread% = 0
flaginj% = O: flagread% =0
flagendi% =0
flagsamp% =0
CN TIMER(7) GOSUB puise: TIMER OFF: flagtime% = 0
CN KEY{1) GOSUB timetopulse: KEY{1) ON: flagkey% = 1
ON KEY(31) GOSUB stopanal: KEY{31) ON
CALL message(lf% - 2, 2, 7, “iniection™)
CALL message(Ifs - 2, 50, 7, "data read:")
DO
FOR k% = 1 TO 15 wkey$ = INKEY$: NEXT
IF flagend% = 0 THEN
IF flaginj% = 0 THEN
IF 5% <= smax% THEN
place$ = "PLACE STANDARD" + STR$(s%) +" "
ELSE
ptace$ = "PLACE SAMPLE" + STR$(s% - smax%) +" "
END IF
CALL message(f% - 2, 13, 15, place$)
BEEFP
END IF
END IF
IF flagsamp% = 0 THEN
IF flagtime% = 1 THEN TIMER STOP
CALL indata{opto%, status%)
IF flagtime% = 1 THEN TIMER ON
IF {status% AND samp%) = 1 THEN
IF flagkey% = 0 THEN samptime = TIMER: flagsamp% = 1
IF flaginj% = 2 THEN flaginj% = 0
END IF
END IF
IF flagsamp% = 1 THEN
IF TIMER - samptime > 13 THEN
BEEP
TIMER OFF: TIMER ON: flagtime% = 1
flagsamp®: = 2
END IF
END IF
IF flagtime% = 1 THEN TIMER STOP
CALL indata(opto%, status%)
IF flagtime?% = 1 THEN TIMER ON
IF {{status% AND (spec% + nsmp%)) = 192} THEN flagread% = flagread% + 1
IF flagread% = 1 THEN GOSUB readint
tF flagtime% =1 THEN TIMER STOP
CALL indata({opto%, status%)
IF flagtime% = 1 THEN TIMER ON
IF (status% AND nsmp%) = 0 THEN flagread% = 0
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IF flagend% = 2 THEN EXIT DO
LCOP
KEY(1) OFF: KEY{31) OFF: TIMER OFF
VIEW: WINDOW
flagend% =0
FORI% =1TO 15
wkey$ = INKEYS
NEXT i%
CLOSE #5
LOCATE If% - 2: PRINT SPC(79);
LOCATE If%, 1; PRINT SPC{(79);
CALL message(If¥%, 13, 3, "Print"): CALL message(If%, 13, 15, "P™)
CALL message({lfis, 61, 3, "Continue"): CALL message(lf2%, 61, 15, "C"
RETURN

stopanal: ‘“flag" para interrupgo da andlise
flagend® = 1
RETURN
timetopulse: **flag" para injecao da amostra
flaginj% = 1
KEY{1) OFF: flagkey% =0
s%h=s%+1
CALL message(i% - 2, 13, 14, "WAIT, PLEASE ! "
RETURN
pulse: 'injecdo da amostra
repinj% = repinj% + 1
multdata% = (multdata% AND pulselo%)
CALL outdata{mult%, muitdata%)
FOR p% =1 TO 200: NEXT
multdata% = (multdata% OR pulsehi%)
CALL outdata(mult%, multdata%)
IF 8% <= smax% + 1 THEN
place$ = "STD(" + LTRIM${STRS(s% - 1)) + ") replicate" + STRE{repinj%)
ELSEIF 5% > smax% + 1 THEN
place$ = "SMP(" + LTRIM$(STRS$(s% - smax% - 1)) + "} replicate” + STR%{repinj%)
ENDIF
CALL message{lif% - 2, 13, 14, place$)
TIMER OFF: flagtime% = 0
flagsamp% = 0
flagloop% = 0: nloop% = ¢
oo
CALL indata(opto%, status%)
nloop% = nloop% + 1
valvepos% = (status% AND samp%)
IF nloop% > 300 OR valvepos% = 0 THEN flagloop% = 1
LOOP WHILE flagloop% =0
iF repinj% = VAL(replicate$) THEN
" KEY{1) ON: flagkey% = 1
repinj% =0
flaginj% = 2
END IF
RETURN
readint: ' obtencdo de dados espectrais
IF flagtime% = 1 THEN TIMER STOP
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KEY({1) STOP: KEY(31) STQP
CALL readspec(run$, send$, numbytes$, read$, diode%, band%, mspec!())
i flagtime% = 1 THEN TIMER ON
KEY(1) ON: KEY(31} ON
repread% = repread’ + 1
flagread% = flagread% + 1
IF repread% > VAL(replicate$) THEN
repread% = 1

% = 1% + 1
ENDIF
aspec! =0

FORN%=1T02*band% + 1
aspec! = aspec! + mspecl(n%)

NEXT n%

aspec! = aspec! / (2 * band% + 1)

PRINT #5, aspec!;

IF r% <= smax% THEN
Astd!r%, repread’s) = (LOG((rspec! + 33.36) / (aspec! + 33.38))) / LOG(10Y)
Astdtot!(r%) = Astdtot!(r%) + Astd!{r%, repread%)
COLOR 15: LOCATE If% - 2, 61
PRINT "Astd(" + LTRIMS(STR$(r%)) + "." + LTRIM$(STR$(repread%)) + "} = *;

PRINT USING "#.48584"; Astd!(r%, repread%)

ELSE :
Asmpl(r¥% - smax%, repread’%) = (LOG({rspec! + 33.38) / (aspec! + 33.36))} / LOG(10))
Asmplot!(r% - smax%) = Asmptot!(r% - smax%) + Asmp!(r% - smax%, repread%)
COLOR 15: LOCATE If% - 2, 61
PRINT "Asmp(" + LTRIM${STR$(r% - smax%)) + “," + LTRIMS(STRS$(repreads)) + ") = "
PRINT USING “#.#8H", Asmpl(r% - smax%, repread¥%)

END IF

IF repread% = VAL(replicate$) THEN
IF 1% <= smax% THEN
Astdmed!(r%) = Astdtot!(re) / VAL{repiicate$)
COLOR 2: LOCATE 6 + 1%, 19
PRINT USING "#.##:#"; Astdmed!(r%)
PSET (std!(r%). Astdmed!(r%)), 10
CIRCLE (stdl{r%), Astdmed!{(r%)), std!(smax%) / 150, 10
ELSE
Asmpmed!(rf% - smax%) = Asmptot!(r% - smax%) / VAL(replicate$)
COLOR 7
IF 1% - smax% <= 20 THEN
LOCATE 6 + r% - smax%, 50
ELSE
LOCATE & + r% - smax% - 20, 50
END iF
PRINT (r% - smax%)
COLOR 3
IF r% - smax% <= 20 THEN
LOCATE 6 + r% - smax%, 56
ELSE
LOCATE 6 + r% - smax% - 20, 56
END IF
PRINT USING "#.#84"; Asmpmed!{r% - smax%)
END IF
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ENOD IF

IF r% = smax% AND repread® = VAL({replicate$) THEN
CALL ieastsgrismax%, std!(}, Astdmed!{), angcof!, lincofl, corr!)
CALL message(9, 32, 3, "a ="): COLOR 2: PRINT USING “#.#5:#"; lincof!
CALL message(10, 32, 3, "b ="} COLOR 2: PRINT USING "#.#####"°, angcof
CALL message(11, 32, 3, "r ="): COLOR 2: PRINT USING "# #5855 cormr)
plot! = stdi{smax%) * angcof! + lincof!
LINE (0, lincof)-(std!(smax%), ploth, 11

END IF

IF r% > smax% AND repread% = VAL(replicate$) THEN
Concl(r% - smax%) = (Asmpmed!{r% - smax%} - lincof!} / angcof!
COLOR 2
IF r% « smax% <= 20 THEN
LOCATE 6 + r% - smax%, 64
ELSE
LOCATE 6 + r% - smax% - 20, 64
END IF
PRINT USING "## ##Hr 4 Concl(r% - smax¥%)
END IF

IF repread% = VAL (replicate$) AND (r% = s% - 1) THEN flagend% = 2
RETURN

END

SUB indata (ad%, di%) 'entrada de dados da interface
OUT pb%, chstr%
OUT pa%, ad%
OUT pb%, olstr%
WHILE (INP(pc%) AND pack%) = 0: WEND
OUT pb%, chstrds
QUT pb%, ihstre
QUT pb%, ilstr%
WHILE {INP{pc%) AND iack%) = 0: WEND
di% = INP(pa%)
OUT pb%, ihstre
END SUBR

SUB instep " inicializacao da interface
CLS
IF iof% = 0 THEN EXIT SUB
{send:
FORn%=1T03
GOSUB send
NEXT n%
2% =0
tag:
IF (INP{pc%) AND oack%) = 0 THEN GOSUB send: GOTO ntest
% =z%+ 1
IF z% <= 100 THEN GOTO tag
GOSUB send
z% =0
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tag1: '
IF (INP{pc%) AND oack%) > 0 THEN GOSUB send: GOTO ntest
z% = 2% + 1
IF 2% <= 100 THEN GOTC tag1
fail1:
BEEP
CALL message(10, 0, 13, "INTERFACE NOT OPERATING! IS IT ON?")
QUT contr%, 193 ' programa a 8255
QUT pa%, hil%
OUT ph%, ohstri
GOTO tsend
ntest:
FORn% =1TO2
GOSUB send
NEXT n%
IF (INP(pc%) AND pack%)} > 0 THEN GOTO fail1 ELSE EXIT SUB
send;
OUT pb%, ohsti’e
OUT pa%%, hil%
OUT pb%, olstr%
OUT pb%, ohstrs
RETURN
END 5UB

SUB message {ly%, cx%, cor%, mess$) ' mestra mensagem no video
IF cx% = 0 THEN
LOCATE ly%, 40 - INT{{(LEN(mess$) / 2)}: COLOR cor%: PRINT mess$;

ELSE
LOCATE ly%, cx%: COLOR cor%: PRINT mess$;
END tF
END SUB
SUB outdata (ad%, da%) ' saida de dados para a interface

OUT pb%, ohstrs

OUT pa%, ad%

CUT pb%, olstris

WHILE (INP(pc%) AND oack%%) = 0: WEND
OUT pb%, ohstr%

OUT pa%, da%

QUT pb%, olstr¥,

WHILE ({INP(pc%) AND oack%) = 0; WEND
OUT pb%, ohstr%

OUT pa%, hil%

END 5UB

SUB readspec (run$, send$, numbytes$, read$, diode%, band%, mspeci()} * obtengao de espectro
CALL password
PRINT #1, run$;
CALL endjob
ndicde% = 2 * band% + 1
address! = HEXTODECread$)
address! = address! + dicde% - band% - 1
ERASE mspec%
FOR n% =1 TO avrscan%
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address$(n%) = HEX${address! + n% * 512}
CALL password
PRINT #1, send§;
PRINT #1, numbytes$;
PRINT #1, address$(n%);
FOR m% = 1 TO ndiode%
int® = INPUTS{1, #1)
intspec%{m®%:) = ASC(int$)
mspec%(m%) = mspec¥%({m%) + intspec¥%{m%)
NEXT m%
CALL endjob
NEXT n%
FOR Mm% =1 TQ ndiode%
mspec{m¥%) = mspec%{m%) / avrscan%
NEXT m%
END SUB

SUB setnumbytes {numbytas§, band2%} " determina o numero de bytes a ser enviado psla 8085
numbytes$ = "™
numbytes$ = FOURHEXS{(2 * band%) + 1)

END SUB
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