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RESUMO

O Oxigénio € um géas fundamental para manutencdo da vida aqudtica e terrestre. Mensurar
os niveis de Oxigénio Dissolvido (OD) em reservatérios de dgua é de grande interesse para o
desenvolvimento de atividades econdmicas como a agricultura e a piscicultura. O crescente au-
mento da preocupacdo com o meio ambiente faz necessdrio o desenvolvimento de tecnologias
de sensoriamento ecoldgicas e que sejam sustentdveis. Tendo em mente essa motivagao, foi
desenvolvido o protétipo de um sensor optico de alta sensibilidade para medicdo de oxigénio
dissolvido em dgua baseado em filmes finos de um elemento sensor de origem natural. Para
o desenvolvimento do elemento sensor, um complexo organometalico foi sintetizado a partir
da molécula “Clorofila A”, extraida da planta Brassica oleracea L., com inser¢do de fons de
zinco (Zn*?) substituindo os fons de magnésio (Mg*?). Na investigacdo, foi avaliada a su-
press@o de fluorescéncia do complexo organometdlico de zinco para amostras com diferentes
concentracdes de OD, produzidas pelos métodos de aeracdo por agitacdo e por bombeamento
de fluxo de ar. O complexo apresentou duas regides de absorcio, 350-475 nm e 600-700 nm.
Foi observado a supressao de fluorescéncia do complexo, quando excitado a 440 nm e analisado
a 635 nm. As curvas de supresséo de fluorescéncia apresentaram um decaimento exponencial
com boa correlacio, resultando em R? = 0,98282 e R? = (0,83849 para os métodos de agitagio
e de fluxo de bomba de ar, respectivamente. Para validar a metodologia, foi desenvolvido um
protétipo de um sensor 6ptico de bancada. Para a relagdo entre a intensidade de fluorescéncia
e a concentracio de oxigénio dissolvido, foi obtida uma curva de razdo com R? = 0,9809. A
metodologia e protétipo desenvolvido neste trabalho sdo apresentados como um novo método

Optico para a medicdo de OD.

Palavras-chave: Sensor 6ptico, Sensor de OD, Complexo organometdlico verde, Filme fino.



ABSTRACT

Oxygen is a fundamental gas for maintaining aquatic and terrestrial life. Measuring Dissolved
Oxygen (DO) levels in water reservoirs is of great interest for the involvement of economic
activities such as agriculture and fish farming. The increasing attention to the environment
makes essential the development of ecological sensing technologies that are sustainable. With
this motivation in mind, to developed the prototype of an optical sensor of high frequency to
oxygen dissolved in water using a fine elements of a sensor element from natural source. For
the development of the sensor element, an organometallic complex was synthesized from the
“chlorophyll A” molecule, extracted from the plant Brassica oleracea L., with zinc ions in-
sertion (Zn*?) replacing the magnesium (Mg*?) ions. In the investigation, were evaluated the
fluorescence suppression of the organometallic zinc complex for samples with different con-
centrations of DO, produced by using the spinning oxygenation and air pump flow methods.
The complex has shown two absorption regions, 350—475 nm and 600-700 nm. Were obser-
ved the fluorescence suppression of the complex, when excited at 440 nm and analyzed at 635
nm. The fluorescence suppression curves presented an exponential decay with good correla-
tion, resulting in R? = 0,98282 and R? = 0,83849 for the spinning and air pump flow methods,
respectively. To validate the methodology, were developed a prototype of a bench sensor. For
the relation between the fluorescence intensity and the dissolved oxygen concentration, were
obtained a ratio curve with R? = 0,9809. The methodology and prototype sensor developed in

this work are presented as a new optical method for the measurement of DO.

Keywords: Optical sensor, DO sensor, Green organometallic complex, Thin film.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas de dreas costeiras, dos rios e de corpos lacustres sdo ambientes
consideravelmente sensiveis a interven¢des humanas. Mudangas nesses ecossistemas, acarre-
tam riscos aos habitats de organismos aqudticos. De maneira similar, os reservatdrios utilizados
para o abastecimento de atividades humanas, necessitam de supervisdo continua para garantir o
controle da qualidade da 4dgua disponibilizada (DEKKER et al., 1996).

Atividades como a agricultura, a pecudria, a inddstria e o consumo humano exigem
diferentes niveis de qualidade de 4gua em seus reservatérios € que haja monitoramento de pa-
rametros como oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade, concentracdo de compostos nitrogenados
(nitrito, nitrato, amdnia), entre outros (BRASIL, 2011). Tal relevancia, faz com que o senso-
riamento da qualidade da dgua, para os seus diversos fins, seja uma tarefa importante e que a
determinacdo da concentracdo de quimicos e de efluentes seja realizada com maior controle e
precisdo (GHOLIZADEH et al., 2016).

E importante ressaltar que a medi¢io da qualidade de dgua torna-se dificil em re-
gides interioranas onde a dgua € extraida diretamente de leng6is fredticos ou de aquiferos, sem
que seja realizado alguma andlise laboratorial dos pardmetros anteriormente citados.

Um aspecto importante é a metodologia atualmente utilizada para a medicdo de OD
em dgua, a qual necessita de um tempo maior para a aquisicdo dos resultados, fator crucial
para os ecossistemas aquaticos na drea da piscicultura, onde € necessario o monitoramento com
frequéncia dos parametros para poder, deste modo, maximizar a producdo e crescimento dos
peixes, além de minimizar a sua mortalidade devido a baixa qualidade de dgua.

O uso do método sol-gel para sintese de filmes finos fixadores de indicadores sen-
siveis a OD, em laminas de vidro € bastante recomendado devido sua facilidade, versatilidade,
e propriedades Opticas aceitdveis, configurando um método éptico consistente na modificagdo
da intensidade do feixe de luz, por absor¢do ou luminescéncia, que passa pela matriz com o
reagente indiciador (LORENZEN, 1967).

A quimica analitica verde, surgiu como uma nova tendéncia em como conduzir as
andlises quimicas, com o intuito de reduzir o impacto ambiental das mesmas. As préticas de
quimica analitica verde tem se destacado como metodologia cientifica bdsica para a protecdo
da satide humana e do meio ambiente (ANASTAS, 1999). O uso de estratégias para reduzir ou
eliminar o uso de substincias toxicas e a gera¢ao de residuos dos processos de andlise quimica

no ambiente vem se destacando no meio académico (NAMIESNIK, 2000).
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Atualmente, hd uma crescente busca por reagentes obtidos a partir de fontes naturais
que possam ser utilizados em analises quimicas. Com objetivo de reduzir o uso de indicadores
sintéticos para espectrofotometria aplicada a biossensores, este trabalho descreve a sintese de
um complexo organometdlico a partir de moléculas de clorofila-A extraidas de um exemplar
de couve manteiga (Brassica oleracea L.). O complexo foi realizado com a insercdo de zinco
(Zn™?) em substituicdo ao magnésio (Mg™?) presente na molécula, com a finalidade de medir o
OD em amostras de dgua. Para validar a método proposto, foi desenvolvido um protétipo de um
sensor de oxigénio dissolvido de bancada capaz de medir OD em amostras de dgua. Os valores
obtidos por meio do protdtipo do sensor foram correlacionados com os valores de um sensor de

oxigénio dissolvido comercial, modelo DM-4P, da marca Digimed.

1.1 Justificativa

O uso de técnicas de quimica analitica verde permite o desenvolvimento de aplica-
¢coes com reduzidos impactos ambientais gerados pelas agdes de andlise. Bem como a reducgio
dos lancamentos de efluentes por meio da eliminag¢do do uso de reagentes téxicos, da reducao
o uso de reagentes e da energia consumida durante as operacoes.

Ao realizar o monitoramento de reservatérios, é possivel verificar como a quali-
dade da dgua é afetada pela acdo humana. O uso de técnicas 6pticas para medi¢do de oxigénio
dissolvido em dgua traz beneficios como: maior sensibilidade que os sensores convencionais,
reduzida susceptibilidade a interferéncia eletromagnética, ampla faixa dinamica, capacidade de
multiplexacdo da medida de diversos parametros em um Unico meio, maior estabilidade das
medidas entre outros. Os sensores de OD disponiveis no mercado se baseiam predominante-
mente em polarografia com a utilizacdo de eletrodos, apesar de medirem com precisdo, sdo de
dificil manuseio, necessitam de calibrac@o constante e de pessoal qualificado para sua operacio.
Dessa forma, os sensores Opticos, considerando suas propriedades, sdo apropriados para uso em
situagdes que os requisitos dos sensores convencionais ndo podem ser atendidos (CHOI; XIAO,
2000).

Apesar dos recentes avangos no barateamento das implementacdes de tecnologias
Opticas, para producdo de sensores, no mercado de instrumentos de medi¢do de qualidade de
dgua existem poucos exemplares de sensores dpticos de oxigénio dissolvido. Dados levanta-
dos durante o desenvolvimento do trabalho apontam que no mercado brasileiro ndo existem

empresas que produzam sensores Opticos para medi¢do de OD.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Esse trabalho tem como objetivo realizar o desenvolvimento de um protétipo de
sensor Optico capaz de realizar a medicdo de oxigé€nio dissolvido em amostras de dgua, baseado

na medicdo da intensidade de fluorescéncia de um elemento sensor de origem natural.

1.2.2 Objetivos especificos

e produzir um complexo organometélico verde sensivel a OD;

e desenvolver filmes finos pelo método sol-gel utilizando o complexo de clorofila-
zinco como indicador quimico fotossensivel de origem natural;

e analisar os espectros de emissdo de fluorescéncia dos filmes finos para caracte-
rizar seus comportamentos mediante a presenca de oxigénio dissolvido;

e avaliar o desempenho do elemento sensor produzido na medicio dptica de oxi-
génio dissolvido em amostras dgua.

e caracterizar a faixa dinamica, sensibilidade e resolucdo do protétipo de sensor

desenvolvido.

1.2.3 Estrutura do trabalho

O restante do trabalho € organizado como segue.

No segundo capitulo, inicia-se a revisdo bibliogréfica sobre a importancia do senso-
riamento da qualidade da dgua, em seguida é fundamentado o tépico de quimica analitica verde.
Sao abordadas a teoria sobre a medicdo de oxigé€nio dissolvido, técnicas de sensoriamento 6p-
tico, as aplicacdes dos filmes finos e por fim sdo discutidas os complexos organometdlicos e
suas propriedades de supressdo de fluorescéncia.

No terceiro capitulo, a metodologia é descrita por meio dos procedimentos e ma-
teriais utilizados. Iniciando pela sintese do complexo de zinco, seguida de determinacdo da
concentracdo do complexo, da caracterizagcdo do efeito do oxigénio dissolvido na supressdo da
fluorescéncia do complexo de zinco, da preparagdo dos filmes finos, finalizando com a descri¢ado
do protétipo de sensor optico.

No quarto capitulo sdo apresentados os resultados e discussdes. O quinto capitulo
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apresenta as conclusdes do estudo, o resumo dos resultados e recomendacdes para trabalhos

posteriores.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Foi realizada uma revisdo bibliografica de trabalhos relativos ao desenvolvimento
de sensores de qualidade de dgua baseados em técnicas de medicdes Spticas e de artigos sobre
o desenvolvimento de moléculas biossensoras fotossensiveis utilizadas para a medic¢do de pa-
rAmetros de qualidade de d4gua. Também foram estudados trabalhos que utilizaram indicadores
e reagentes imobilizados em matrizes sol-gel. Por fim, esses trabalhos foram elencados nas

secdes seguintes.

2.1 Sensoriamento da qualidade da dgua

A 4gua potdvel é um recurso critico para a satide e bem-estar dos seres humanos.
Mais de 40% da populacdo mundial vive em regides costeiras, margens de rios ou lagos e esta
proporcdo estd aumentando (DEKKER et al., 1996). A drea costeira dos rios e outros corpos
de 4dgua sdo ambientes sensiveis. Quaisquer mudancas nesses ecossistemas devido a atividades
humanas podem acarretar em alteracdes nos habitats dos peixes e outros organismos aqudticos.
Um fator importante na degradacio da qualidade da 4gua em cérregos e rios tem sido a aplicacdo
de defensivos agricolas pesados e fertilizantes comumente usados para aumentar o rendimento
das culturas agropecudrias. A qualidade da 4gua ¢ afetada pelo uso da terra, da mesma forma a
satide humana que é dependente de dgua limpa. Isto torna a avaliagdo da condicao dos recursos
aqudticos uma das dreas mais importantes da pesquisa ambiental (GRIFFITH, 2002).

A implantacdo de sensores de qualidade de 4gua é considerada uma abordagem pro-
missora para detectar incidentes de contaminac¢iio em sistemas de distribui¢io de dgua potivel
(HU et al., 2018). Levando em consideracgdo o alto custo de aquisi¢do, instalacdo e manutencio
de sistemas sensores disponiveis no mercado, é perceptivel que hd uma lacuna a ser preenchida
com o desenvolvimento de tecnologias capazes de aferir a qualidade dos recursos hidricos de
maneira econdmica, simplificada e eficaz.

Dessa forma, a necessidade de manter suprimentos de dgua urbana requer o moni-
toramento continuo da qualidade dos recursos hidricos disponiveis existentes, bem como das

bacia hidrograficas (GHOLIZADEH et al., 2016).
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2.2 Quimica analitica verde

Nas ultimas décadas, surgiu na comunidade académica a preocupagdo em reduzir o
impacto ambiental gerado durante a conducdo de andlises quimicas. A quimica analitica verde
(Green chemistry) € definida como o desenvolvimento de produtos e processos quimicos com
reduzido ou ndo uso/geragdo de substincias nocivas ao ambiente.

No trabalho desenvolvido por Namiesnik (2000), sdo descritos doze principios que

norteiam as praticas “verdes” nas andlises, estes sdo listados na Tabela 1.

Tabela 1 — Os Doze principios de Namiesnik.
12 principios de Namiesnik

Técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar o tratamento da amostra.
O tamanho minimo da amostra e o niimero minimo de amostras devem ser objetivos.
Medigdes in situ devem ser realizadas.
A integracilo de processos e operacdes analiticas economiza energia e reduz o uso de reagentes.
Meétodos automatizados e miniaturizados devem ser priorizados.
Derivatizacdo deve ser evitada.
A geragio de um grande volume de residuos analiticos deve ser evitada e adequada a gestdo de residuos analiticos deve ser fornecida.
Meétodos multi-analitos ou multi-pardmetros sdo preferidos versus métodos usando um analito por vez.
O uso de energia deve ser minimizado.
Reagentes obtidos a partir de fontes renovéveis devem ser preferidos.
Os reagentes téxicos devem ser eliminados ou substitufdos.
A seguranga do operador deve ser priorizada.

As diretivas da quimica analitica verde buscam promover melhorias as técnicas con-
vencionais, por meio da eliminac@o do uso de reagentes toxicos, reduzindo o uso de reagentes e
de energia durante as operacdes, ¢ aumentando seguranca do operador. Para implementar inte-
gralmente os principios da quimica analitica verde sdo necessdrias revisdes em todas as etapas
dos processos analiticos. Desde a etapa da amostragem até o tratamento de residuos analiticos.
Essas mudancas podem ser atingidas com a ajuda de diferentes estratégias, incluindo:
e O uso de quimometria ¢ estatistica para a redu¢do do nimero de amostras.

e O uso de sistemas analiticos integrados para melhoria da eficiéncia analitica.

A reducéo do uso de reagente.

A aplicacdo de reagentes menos toxicos, de preferéncia naturais.

A miniaturizaco de métodos para diminuir o risco para o operador ¢ o risco
ambiental.

Aplicando tais estratégias, os pesquisadores e analistas contribuem para a criacdo de laborat6-
rios analiticos mais verdes. Considerando a diversidade de métodos analiticos, formular prin-
cipios que seriam universais para todas as aplicacdes ¢ uma tarefa drdua. Porém todo esforco

no desenvolvimento de métodos ambientalmente seguros € fundamental para a manutencgéo do
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meio em que vivemos (ANASTAS, 1999).

2.3 Ogxigénio Dissolvido

O oxigénio € um gas pouco soliivel em dgua e a sua solubilidade depende da pressao,
temperatura e sais dissolvidos na 4gua. Normalmente a concentrag¢do de saturacdo estd em torno
de 8 mg/L a 25°C, entre 0 e 1.000 metros de altitude (FIORUCCI; BENEDETTI, 2005).

A quantidade de oxigénio dissolvido na dgua € uma indicacdo da qualidade da
mesma. O controle cuidadoso dos niveis de oxigé€nio € importante na gestdo de dguas resi-
duais, nos processos de fermentacdo, na quimica analitica, na biomedicina, na engenharia de
pesca e na protecio ambiental (MCDONAGH et al., 2001).

Os métodos tradicionais para aferir a concentracdo de OD em 4gua sdo: o mé-
todo eletroquimico de Clark, que usa eletrodos baseados em membranas permedveis a gases
(CLARK et al., 1953), e o método de titulacdo de Winkler (CARPENTER, 1965).

Técnicas Opticas para afericdo de OD tem atraido bastante atengdo devido a sua
eficiéncia nos processos de medicdo e de calibragdo (DEEPA; GANESH, 2015). Os métodos
Opticos medem a concentrag@o do gds a partir da relacdo entre a quantidade de oxigénio em uma
amostra e a supressiao de fluorescéncia de uma dada molécula sensivel a OD (CHOI; XIAO,
2000) ou usando a diferenca de fase entre a emissdo da molécula e um sinal de referéncia

(MCDONAGH et al., 2001).

24 Sensoriamento Optico

Sensores baseados em tecnologias dpticas possuem vantagens em relaco aos senso-
res convencionais, que incluem a imunidade a interferéncia eletromagnética, pequeno tamanho,
alta sensibilidade, grande largura de banda e facilidade na implementa¢do de sensores multiple-
xados ou distribuidos (LEE, 2003).

Segundo Lee (2003), tensdo, temperatura e pressdo sdo parametros amplamente
estudados no campo do sensoriamento 6ptico. Porém uma area que cada vez mais atrai pes-
quisadores: o campo de biossensores Opticos. Biossensores sdo ferramentas para deteccio e
andlise com diversas aplica¢des em pesquisa biomédica, satide, produtos farmacéuticos, moni-
toramento ambiental, seguranca e no campo de batalha (FAN et al., 2008). Esses sensores sao

utilizados para medic¢do de pardmetros como pH, concentracdo de Oxigénio Dissolvido, niveis



de proteinas, identifica¢do de virus e bactérias e quantificacdo de moléculas de DNA(BORISOV;
WOLFBEIS, 2008).

Segundo Fan et al. (2008), duas metodologias de deteccdo implementadas majori-
tariamente no campo dos biossensores pticos sdo: a deteccio baseada na fluorescéncia de indi-
cadores e a deteccdo livre de indicadores. Na deteccao baseada em fluorescéncia, as moléculas-
alvo sdo marcadas com indicadores fluorescentes, como corantes. A intensidade da fluores-
céncia medida na amostra indica a presenca das moléculas-alvo e a forca da interaglo entre as
moléculas e o meio. A deteccdo baseada em fluorescéncia de indicadores é extremamente sen-
sivel, com o limite de detec¢do de moléculas tnicas (MOERNER, 2007). Porém esse método
pode interferir na fun¢do de uma biomolécula, uma vez que esta também estara reagindo com o
corante durante o processo de medigdo.

Em contrapartida, na deteccao livre de indicadores, as moléculas alvo ndo sdo ex-
postas a indicadores, e sd@o detectados em suas formas naturais. Este tipo de detecgéo é relati-
vamente mais facil e barata de se realizar, e permite a andlise quantitativa das moléculas. Este
método explora as alteragdes que podem ocorrer nas propriedades 6pticas da molécula-alvo, em
funcdo da sua interacéio com a luz. Tais mudangas podem ocorrer na absorbancia, na emissao
de fluorescéncia, na polarizacdo ou no decaimento do tempo de luminescéncia.

Segundo Borisov e Wolfbeis (2008), esses sensores nao $a0 numMerosos porque suas
sensibilidades tendem a ser baixas, e porque muitos efeitos ocorrem na faixa do ultravioleta
do espectro eletromagnético, onde € dificil de implementar t€cnicas de medicdo em amostras

ambientais ou clinicas.

2.5 Filmes finos baseados em matrizes sol-gel

A produc@o de filmes finos baseados no método sol-gel sdo de grande utilidade para
tarefas onde se busca imobilizar, aprisionar e encapsular compostos organicos ¢ inorganicos ¢
moléculas biosensores (KLEIN, 1988).

Hench e West (1990), em seu trabalho, investigou diferentes metodologias para
producdo de matrizes sol-gel utilizadas para imobilizacdo de diferentes moléculas. Nos seus
estudos, foram revisados diversos pardmetros determinantes para a producdo dessas matrizes,
incluindo a concentrac¢io de surfactantes, de indicadores, a temperatura de condicionamento, o
ndmero de camadas a serem aplicadas no substrato de fixac@o, o tempo de resposta e o tempo

de vida das matrizes.
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Para a produg¢do de um filme fino, forma-se um Sol, uma solugdo coloidal que evolui
gradualmente para a formacdo de um sistema semelhante a um gel contendo uma fase liquida
e uma fase sélida. A remogao da fase liquida pode ser realizada por meio de um processo de
secagem. A velocidade de remocio da fase liquida influencia diretamente em aspectos fisicos
como porosidade e resisténcia mecanica do filme fino (HENCH; WEST, 1990). A figura 1

apresenta as etapas de fabricacdo de filmes finos.

Figura 1 — Etapas de fabrica¢do de um filme fino.

Sol Gel

Solugao
precursora

Filme Gel

Filme Fino

Fonte: autor.

O sol precursor pode ser depositado em um substrato para formar um filme. A
abordagem sol-gel ¢ uma técnica barata e de facil execuc@o, muito utilizada para dispersdo
uniforme de elementos sensores em superficies para a realizagio de analises.

No trabalho de El-Nahhal er al. (2001), foi levantado que os compostos base mais
utilizados para preparacdo de matrizes sol-gel inorganicas de silicato vitreo em aplicacdes de
sensoriamento Optico sdo tetrametoxisilano (TMOS) e tetractoxisilano (TEOS) que sdo o ma-
terial base para produgdo dos filmes finos. Os autores também relatam que a estabilidade do
filme em manter repetibilidade das medidas por um periodo de 6 meses e nenhuma variacio na

estabilidade dos filmes finos foi observada.



2.6 Complexos organometalicos

Complexos organometdlicos sdo moléculas bastante conhecidas e abundantes na
natureza. A formagao dessas moléculas ocorre pela interacdo entre moléculas organicas e fons
metalicos. fons metdlicos sdo facilmente encontrados em amostras de dgua natural (MAN-
TOURA, 1981). Técnicas de imobilizacdo de moléculas organicas e organometdlicas em filmes
finos, compdsitos e nanomateriais (JAHAN et al., 2012; BOUAZIZI et al., 2016) t&m sido dis-
cutidas em estudos envolvendo a remog¢do de pigmentos organicos em soluc¢des aquosas (TIMIN
et al.,2015; ARSHADI et al., 2013).

Nos tltimos anos, a sintese de complexos organometdlicos luminescentes, com-
postos por metais de transi¢fo, receberam atencdo devido as suas interessantes propriedades
eletro-Opticas, o que os tornam bons candidatos para aplicacdes em dispositivos optoeletroni-
cos como Diodos emissores de luz(LEDs), células solares (KUSAMA et al., 2016), sensores e
na biomedicina, mais especificamente em terapias fotodinamicas (MALINA et al., 2016).Ge-
ralmente, estes complexos sensores sdo imobilizados em filmes finos, onde as moléculas de
complexos organometalicos interagem com a amostra, sem se desprender da estrutura.

Um complexo de cobre foi reportado como uma molécula luminescente na regiao
verde do espectro visivel e como altamente sensivel a presenca de OD (COITIO et al., 2014). O
complexo organometdlico hexafluorofosfato de tris (2,2’ bipiridina) ruténio (II) ¢ amplamente
utilizado em filmes finos produzido a partir do método sol-gel para producdo de complexos
sensores de oxigé€nio dissolvido (CUMMINS, 2011).

Sensores Opticos baseados em fluorescéncia, nos quais complexos fluoréforos, or-
ganicos e poliméricos fixados sobre diferentes superficies, foram aplicados para a medi¢ao
de alteracdes de pH e O> em amostras aquosas (NAGL; WOLFBEIS, 2007; TIMBO et al.,
2016). Foi relatado um sensor ¢ptico para a medicdo do OD, usando uma matriz sol-gel dopada
com tetraquis (pentafluorofenil) porfirina de palddio como material sensivel ao oxigénio (CHU;

CHUANG, 2015).

2.7 Supressao de fluorescéncia

Particularmente, no regime de absorcao mdxima, complexos organometdlicos exi-
bem uma longa vida util do seu estado excitado e geralmente emitem radiacdo nas regides

vermelhas e no infravermelho préximo (WILD et al., 2011). O estado excitado de um com-
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plexo organometdlico luminescente pode ser suprimido através um mecanismo de transferéncia
de energia como resultado de colisdo com moléculas de oxigénio presentes no meio em que se
encontra. Como resultado desse evento, a intensidade da luminescéncia é reduzida juntamente

com o tempo de vida do estado excitado.A figura 2 ilustra o processo descrito:

Figura 2 — Principio de funcionamento da supressio de fluorescéncia

Indicador
Tomiinescante: Estado inicial

Excitagdo luminosa }

\ Indicador

Absor¢do do foto
e Absor¢do do foton

Miikoeas Estado excitado
| -
Auséncia de OD L =N e - Presenca de OD
Indicados Indicadoe Colisiao com molécula
Emissiio de RENEe L de O,
fluorescé
P

“NCTEIA
Indicador kol Energia
luminescente luminescente transferida

Indicador
luminescente Indicador retorna ao estado inicial

Fonte: autor.

A intensidade da supressdo dessa luminescéncia é proporcional a concentragdo de
oxigénio da amostra e pode ser caracterizado pela equacio (2.1) de Stern-Volmer (RAMAMO-

ORTHY et al., 2003)(MILLS, 1998):

1
*:1+KVVPO2 (21)
I

Na qual Iy e I s@o as intensidades relativas de fluorescéncia do complexo na au-
séncia e presenga do supressor, respectivamente. Kgy € a constante Stern-Volmer e Po, € a
concentracio da molécula supressora. Este comportamento, observado da supressio de fluores-
céncia foi explorado nos trabalhos de Nagl e Woltbeis (2007) e Chu e Chuang (2015), para o

desenvolvimento de sensores Opticos para medi¢do de multiplos parametros.
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2.8 Conclusio

Este capitulo expde os trabalhos explorados durante o desenvolvimento desta dis-
sertagdo. Foi realizado um trabalho de fundamentacdo tedrica sobre o desenvolvimento de
complexos organometdlicos para uso conjunto a técnica de imobilizagdo de elementos sensores
em filmes finos. Trabalhos que utilizaram essas ferramentas foram expostos ¢ utilizados como

referencia no desenvolvimento das acdes listadas no capitulo de metodologia.
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3 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada seguindo as etapas de sintese de complexo de zinco, base-
ado em moléculas organicas de clorofila-A, extraidas de exemplares de couve manteiga (Bras-
sica oleracea L.). Seguida da etapas de determinac@io da concentragdo do complexo e carac-
terizagdo do efeito do oxigénio dissolvido na supressdo da fluorescéncia do complexo. Foi
executada a preparacdo dos filmes finos com o complexo de zinco. Em seguida, foi desenvol-
vido um protétipo de sensor Sptico para medi¢do de OD em amostras de dgua, acompanhado de

testes experimentais para validagcdo do funcionamento do mesmo. Como apresentado na figura

3.

Figura 3 — Etapas de desenvolvimento da pesquisa.

Elapas da pesquisa

Sintese do complexo de zinco

Determinagiio da concentragiio do complexo

Caracterizago do cfcito do oxigénio dissolvido na

supressao da fluorescéncia do complexo de zinco

Preparagiio dos filmes [inos com elemento sensor de OD

Desenvolvimento do protdtipo de sensor Optico

Testes experimentais no Laboratorio de Fotdnica

Fonte: autor.
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3.1 Materiais

Neste trabalho, oram utilizados os seguintes reagentes: Etanol (CoHgO), Meta-
nol (CH30H), Acido cloridrico (HCl), Acido Nitrico (HNO3), Acetona (C3HgO), Hexano
(CH3(CH>)4CH3) e Acetato de Zinco ((CH3C0O0)2Zn), fornecidos pela Vetec®. Ortosilicato de
tetraetilo (Si(OEt)4) (Tetraetoxisilano (TEOS)) and Dodecil sulfato de sédio (CH3(CH,)110SO3Na)
(Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)) fornecidos pela Sigma—Aldrich®. Todos os produtos foram

utilizados conforme foram recebidos, sem outros tratamentos.

3.2 Sintese do complexo de zinco

Neste trabalho, foi desenvolvido um indicador de oxigénio dissolvido, utilizando
como base uma molécula organometdlica baseada na estrutura de uma molécula de clorofila
com a auséncia de seu fon de magnésio. O complexo de clorofila-zinco é um poé cristalino
de cor esverdeada, solivel em etanol, acetona, benzeno, éter e cloroférmio, mas insolivel em
dgua. O complexo pode ser representado pela férmula molecular CssH7,ZnN4O5 e contém peso
molecular de 934,6 g/mol. As acbes de andlise e operacdes de reagente quimicos seguiram as
normas de o uso, armazenamento, manipulacio, transporte e descarte de substancias quimicas.
E foram supervisionadas pelo responsdveis técnicos dos laboratérios de quimica com o objetivo

de minimizar o risco gerais de acidentes.

Figura 4 — (a) Folha de Brassica oleracea L. utilizada na sintese do complexo, (b) 225 g de fo-
lhas, ¢ (c) a solugdo obtida apds processo de trituragio e dilui¢io em dgua e metano.

@ (b) ©

Fonte: autor.



Para sintese do complexo clorofila-zinco foi utilizado um maco de folhas de couve-
manteiga (Brassica oleracea L.) como fonte de clorofila (Figura 4a), seguindo a receita proposta
por Lorenzen (1967). A couve-manteiga foi escolhida como matriz das moléculas de clorofila
por ser ser facilmente encontrada no mercado local, podendo ser substituida por outro exem-
plares de folhas de cor verde intensa. As folhas foram lavadas com dgua corrente e os caules
(por¢do branca da folha) foram removidos. Aproximadamente 225 gramas de couve (Figura
4b), foram trituradas junto a 150 mL de dgua destilada e 150 mL de metanol durante aproxima-
damente 5 minutos com o intuito de produzir uma solucdo de clorofila (Figura 4c). A solucgdo
produzida apresentava uma composi¢do heterogénea, formada por uma fase liquida e por uma
fase solida que continha a por¢éo fibrosa da couve manteiga. Para separar a mistura, a por¢ao
fibrosa do material triturado foi filtrado através de um filtro de algoddo, e reservado em um
béquer com uma proporgao de 400 mL de metanol para cada 100 g de material fibroso. Esta
fracdo filtrada apresentava um cor verde intensa. Ap6s 24 horas mergulhado em metanol, o ma-
terial fibroso liberou clorofila no recipiente. A solu¢do foi novamente filtrada com o objetivo de
separar a por¢do s6lida da fase liquida e mais uma vez a por¢ao sélida foi posta em imersdo com
metanol na mesmas proporgdes e tempo da etapa anterior, para extragdo da clorofila residual do
material. Posteriormente, as fases liquidas das solucdes de clorofila anteriores foram reservadas
em recipiente e foram adicionadas de uma solucdo de 25 mL de dcido cloridrico (HCI) e de 50
mL de dgua destilada. A solu¢do foi mantida em repouso por 1 h com o objetivo de completar
a reacdo entre clorofila e HCI. O HCI extrai o atomo de magnésio da molécula de clorofila,
transformando-a em feofitina (Figura 5), substancia que € insoldvel em dgua e apresenta uma
coloragfo castanha.

Figura 5 — Processo de extracdo do fon de magnésio

Clorofila - A Feofitina

Fonte: autor.

Em seguida, foram adicionados 15 mL de hexano a solucdo, com objetivo de com-
pletar a remoc¢do da feofitina, separando a fragdo de clorofila ndo reagida com o 4dcido, como

proposto por Lorenzen (1967). A feofitina, separada da solucao de clorofila, foi retirada do bé-
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quer original e armazenada em outro recipiente. O material separado foi seco a 60°C e depois
foi adicionado a uma solu¢do composta de 10 mL de metanol, 10 mL de acetona e 10 mL de
dgua destilada. Esta solucdo foi agitada por 20 minutos e posteriormente foram adicionados 10

g de acetato de zinco.

Figura 6 — Processo de insercao do fon de zinco

Feofitina Complexo de Zinco

‘, WYVY

Zn(CH3C02)2
—

Fonte: autor.

A solucdo final foi agitada por 30 minutos. Foi observado que o material comegou
a regenerar a cor verde inicial, que se intensificou com o tempo, indicando a inser¢éo de fons
de zinco na estrutura do molécula de feofitina, preenchendo a lacuna do dtomo de magnésio
extraido da clorofila pelas etapas anteriores (Figura 6). A solucao foi aquecida a 40°C para que
o processo de e insercdo dos fons de zinco nas moléculas de feofitina fosse acelerado, como

mostrada na figura 7.

Figura 7 — Complexo de clorofila-zinco sintetizado em uma cubeta de vidro.

Fonte: autor.



3.3 Determinacio da concentracio do Complexo de Clorofila-Zinco

Uma recipiente de vidro vazia foi pesada para obtencdo do peso real da tara. Em
seguida, foi adicionado 1 mL da solu¢do do complexo de zinco obtida no recipiente que foi
posto em um forno a temperatura de 60°C. Depois de completamente seca, foi comparada a
diferenca de peso entre a massa da cubeta vazia e a massa da cubeta apds o processo de secagem,
a qual possuia uma camada de sedimentos provenientes da solu¢do do complexo de clorofila-
zinco. Foi observada uma massa de 0,15 g. Assim, usando a massa tedrica da feofitina e do
complexo de zinco, foi calculado que a solug¢do possuia uma concentragdo molar de 0,16 mol/L

de complexo.

3.4 Caracterizacido do efeito do oxigénio dissolvido na supressio da fluorescéncia do

Complexo de Clorofila-Zinco

Para analisar a relacdo entre a intensidade de fluorescéncia do complexo e a quanti-
dade de OD na dgua, foram utilizadas amostras de dgua aeradas usando um misturador de tubos
tipo Vortex. Foram produzidas amostras com diferentes concentragdes de oxigénio dissolvido.
Para suprimir o oxigénio das amostras, elas foram inicialmente aquecidas em seguida, as amos-
tras foram arejadas durante intervalos de 0, 30, 60, 120 e 240 segundos em agitacdo continua
no misturador de tubos. Foi realizada a andlise da intensidade de fluorescéncia do complexo
de zinco em reacdo com as amostras de dgua utilizando o espectrofluorimetro Synergy MX, da
marca BioTek. Foram obtidos espectros de fluorescéncias relativos as reagdes do complexo de
zinco com diferentes concentragdes de oxigénio dissolvido nas amostras, na faixa de 350 a 750
nm. Estes espectros foram avaliados em funcio do comportamento dos picos de fluorescéncia
em relacdo a faixa de comprimentos de onda.

Os dados obtidos a partir dos espectros de absor¢éo e fluorescéncia foram analisados
utilizando o software Origin® Pro 8, nele foi possivel plotar gréficos, gerar curvas de correlagio

e calcular o indice de determinacdo das curvas de calibrac¢do do sensor éptico.

3.5 Preparacio do filme fino

Para a producio dos filmes finos utilizados no protétipo, foi utilizado o método sol-
gel descrito por (TIMBO et al., 2016). TInicialmente, 5 mL de TEOS foram hidrolisados sob

condig¢des dcidas com 2,5 mL de metanol e 2,5 mL de dcido cloridrico, por 1 h sob agita¢do
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continua a temperatura ambiente de 25° C.

Em seguida, 0,043 g do complexo de clorofila-zinco foi diluido em 5 mL de etanol
e adicionado de 0,028 g de SDS. Esta segunda solucio foi adicionada a solu¢do de TEOS
hidrolisado e deixada sob agita¢do continua a temperatura ambiente durante 24 horas. A Figura

8 representa a solugdo final sob o processo de agitacao.

Figura 8 — Solug¢do final do sol-gel sob agitago.

Fonte: autor.

Por 2 horas, 1aminas de microscopia foram mergulhadas em 4cido nitrico concen-
trado para o ataque do substrato de silica, gerando micro corrosio na superficie. Etapa realizada
com o objetivo de para garantir a limpeza das placas e aumentar a superficie de contato para
aplicacdo do filme fino. Na etapa seguinte, as laminas foram lavadas com dgua deionizada e
etanol e depois foram secas, em estufa, durante 2 horas a 120°C. Os filmes finos foram produ-
zidos com a aplicacdo de 100 uL da solucdo sobre cada lamina, utilizando o método de spin
coating. O processo de revestimento foi realizado utilizando uma ventoinha com velocidade de
rotagdo a 1900 RPM durante 25 segundos. Os substratos revestidos com as camadas do sol-gel

timidos, foram secos a temperatura ambiente por 48 horas.

3.6 Prototipo do sensor optico

Para validacdo do modelo proposto, foi desenvolvido um protétipo de sensor de

bancada para medicdo de OD. Na Figura 9, é apresentado o modelo experimental do aparelho
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sensor. Os componentes utilizados no protétipo sdo detalhados nas subsecdes a seguir.

Figura 9 — Projeto do protétipo do sensor para validagdo do modelo.

Legenda

1 - Suporte para filtro éptico

2 - Filtro éptico FB630-10

3 - Fotodiodo SMOSPDIA

4 - Lamina de vidro revestida com o filme fino

5 - Suporte da ldmina de vidro

6 - Base da estrutura mecanica

7 - LED modelo LED470L

8 - Suporte de LED

Fonte: autor.

3.6.1 Suporte para filtro éptico

Esta peca foi produzida por meio de impressdo 3D, com objetivo de manter o filtro
optico fixo a estrutura mecanica em um angulo de 45 graus em relagdo a superficie de fixacao

do filme fino.

3.6.2 Filtro éptico FB630-10, da Thorlabs

Dispositivo que possui caracteristicas especiais de reflexdo e transmissdo de luz.
Permite bloquear ou transmitir determinadas faixas do espectro luminoso. Foi utilizado para
modificar a transmissdo de luz através do sistema Optico na faixa do espectro 6ptico de 620 a

640 nm (Figura 10).
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Figura 10 — Filtro utilizado. (a) Thorlabs FB 630-10, (b) Espectro de transmissao.
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Fonte: (THORLABS, 2019a)

3.6.3 Fotodiodo SM05PDIA, da Thorlabs

Foi utilizado para leitura da fluorescéncia dos filmes finos e conversdo da energia
Optica em uma corrente elétrica. A corrente é gerada quando os fétons sdo absorvidos no foto-

diodo. O fotodiodo SMO5PD1A atua na faixa de 350 a 1100 nm (Figura 11).

Figura 11 — Fotodiodo utilizado. (a) Thorlabs SMO5SPD1A, (b) Espectro de responsividade.
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Fonte: (THORLABS, 2019d)

3.6.4 Lamina de vidro revestida com o filme fino do elemento sensor de OD

A lamina para microscopia de vidro transparente, permite a fixagcdo do sol-gel com
elemento sensor em sua superficie. De modo que o sol-gel fique em contato com as amostras
de dgua, isolando os componentes eletronicos do protétipo e permitindo a passagem do feixe de

luz responsdvel pela excitacdo do elemento sensor.
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3.6.5 Base da estrutura mecdnica para adaptacdo de o suporte da ldmina

Esta peca foi produzida com o objetivo de suportar a laminas de vidro aplicadas

com o filme fino do elemento sensor de OD.

3.6.6 Estrutura mecdnica para a instalacdo de componentes opticos

Esta peca foi produzida para suportar ¢ posicionar os dispositivos dpticos. A estru-
tura mantém o LED e o Fotodiodo a um &ngulo de 90° entre si € 0os mantém a 45° graus em

relacd@o a superficie de fixacao do filme fino.

3.6.7 LED modelo LED470L, da Thorlabs

Neste trabalho, foi utilizado como fonte luminosa com pico de emissdao 460 nm,
largura espectral entre 420 e 500 nm, largura a meia de 22 nm e comprimento de onda central

de 470 nm. Na figura 12 ¢ apresentado o dispositivo e seu espectro de emissao.

Figura 12 — LED utilizado. (a) Thorlabs LED470L, (b) Espectro de emissdo.
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Fonte: (THORLABS, 2019b)

3.6.8 Suporte de LED SO5LEDM da Thorlabs

Foi utilizado para realizar o encaixe do Diodo Emissor de Luz (Light Emitting Di-

ode) (LED) a estrutura de suporte do protétipo (Figura 13).
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Figura 13 — Suporte de LED utilizado.
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Fonte: (THORLABS, 2019c¢)

3.7 Testes experimentais

Para a estrutura do sensor mostrado nas figuras 9 e 14, ndo ha variagio do caminho
dptico, pois a amostra de dgua estd em contato com a face externa na placa de filme fino. O
protétipo utiliza o filtro dptico (14-2), para filtrar os comprimentos de onda fora da faixa de
interesse para a andlise. A figura 14 descreve a representacdo esquemdtica das medigdes reali-
zada pelo protétipo para validagdo da metodologia. Durante as medi¢Ges, o corpo do protétipo
de sensor € parcialmente imerso na amostra de dgua. Para obter medi¢Ges usando o protdtipo,
a luz emitida pelo LED (14-7) é absorvida pelo filme fino depositado na placa (14-4). A flu-
orescéncia emitida pelo filme fino € detectado pelo fotodiodo (14-3), que retorna um valor de

tensdo equivalente a intensidade de fluorescéncia emitida pelo filme fino.
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Figura 14 — Representacdo esquematica do processo de medicdo realizado pelo protétipo.(1)
Suporte do filtro 6ptico, (2) Filtro 6ptico, (3) Fotodiodo, (4) Lamina com filme
fino, (5) Suporte da lamina, (6) Corpo do protétipo, (7) LED de excitacao.

1

Fonte: autor.

Foram utilizadas amostras de dgua com diferentes concentracdes de oxigénio, os
valores das concentra¢des foram obtidos com uso de um oximetro digital modelo DM-4P, da
Digimed. Os valores aferidos com o modelo comercial de oximetro foram utilizados para reali-

zar a correlacio com os valores obtidos pelo protétipo.

3.7.1 Validacdo da metodologia

Para validar a metodologia de medicdo, foi desenvolvido um protétipo de sensor
de optico de bancada, mostrado nas Figuras 9 e 14. Os componentes 6pticos utilizados para
desenvolver o protétipo de bancada sdo descritos no segundo capitulo, onde os comprimentos de
onda de excitagdo e a emissao foram definidos a partir dos espectros obtidos no desenvolvimento
da caracterizacdo espectrofluorimétrica do sol-gel.

As amostras de dgua foram oxigenadas utilizando um bomba de ar modelo -3000,
da marca Chang. As medigdes obtidas no protétipo foram correlacionados com um sensor de

OD comercial Modelo DM-4P, da marca Digimed.



3.7.2 Instrumentagdo eletronica

Para disponibilizar ao usuério do protdtipo os valores medidos de maneira intuitiva,
foi desenvolvido um sistema eletrénico micro controlado para a realizar a conversdo analégi-
ca/digital dos sinais provenientes do fotodiodo, realizar o controle do acendimento do LED e
exibir o valores lidos formatados em um display.

Para o acionamento do LED, foi utilizado um circuito integrado especifico para
controle de LED’s de poténcia. Os valores de tensdo sobre o LED e de corrente passante,
devem ser constantes para a garantir que a intensidade luminosa do mesmo seja estavel.

Para a polarizacdo do fotodiodo, foi utilizado o circuito recomendado em sua ficha
técnica que consiste em uma fonte de alimentacio, para polarizag¢do inversa do fotodiodo; um
filtro passa-baixa, para filtrar ruidos; e uma resisténcia de carga, para analisar a corrente gerada
pelo fotodetector indiretamente em forma de tenséo.

O valor da resposta do circuito de polarizacdo do fotodiodo, em forma de tens@o,
lida no resistor de carga do circuito ¢ diretamente proporcional a intensidade de fluorescéncia
emitida pelo sol-gel. O sinal elétrico obtido pelo circuito, é convertido utilizando um conversor
anal6gico/digital que possui uma precisao de 4,89 mV para uma faixa de referéncia de 0 a 5
Volts com 10 bits de resolugdo, a uma taxa de amostragem de 8,6 mil amostras por segundo. Os
valores convertidos sdo disponibilizados em um display LCD 16x2 e em uma porta serial, onde
podem ser lidos com o uso de um computador. No apéndice A € apresentado o esquematico do

circuito eletrénico do protétipo do sensor.

3.8 Conclusao

Neste capitulo foram detalhadas as agdes desenvolvidos durante o trabalho. Foram
citados o processo de preparacdo do complexo sensor e dos filme finos. Também foi exposto
como comportamento do elemento sensor na presenga de OD foi caracterizado. Por fim, fo-
ram detalhados os componentes utilizados para o desenvolvimento do protétipo do sensor de

bancada e como as amostras foram preparadas e analisadas com o protdtipo do sensor éptico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram realizados estudos dos espectros de absorcdo e de fluorescéncia do complexo
de zinco desenvolvido, na faixa de 350 a 750 nm. Este estudo teve como objetivo de identificar
as regides de interesse para andlise do comportamento do elemento sensor em relagdo a amostras
de dgua com diferentes concentracdes de oxigénio dissolvido.

A caracteriza¢do do elemento sensor foi utilizada para definir a forma e os requisitos
necessirios para se realizar a aquisicdo dos sinais Opticos, para selecionar a fonte luminosa de
excitacdo do material, o fotodetector adequado para faixa de emissdo e o filtro Optico 6timo

para realizar a filtragem do sinal.

4.1 Analise de espectrofotometria

A Figura 15 mostra o espectro de absorbancia do complexo de zinco em funcio do
comprimento de onda na faixa de 350 a 750 nm, utilizando o espectrofluorimetro Synergy MX,
da marca BioTek, para diferentes concentracdes de clorofila-zinco, especificamente: 1,43, 2,58,
3,64, 4,68, 5,56, 6,42 ¢ 7,29 umol/L. As concentracdes do complexo variaram proporcional-
mente ao volume da solucdo de clorofila-zinco aplicadas na composi¢do das amostras.

Foram utilizadas solu¢des com diversas concentragcdes do complexo de zinco a fim
de se determinar qual delas apresentava melhor resposta em termos de intensidade de absor¢ao

de sinal luminoso.
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Figura 15 — Efeito da concentragdo do complexo clorofila-zinco no espectro de absorbancia na
regido visivel.
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Fonte: autor.

Inicialmente, foram observadas duas regides de absor¢do do complexo, uma na
faixa entre 350 e 475 nm ¢ a outra na regiflo entre 600 ¢ 700 nm. Estes resultados sdo consis-
tentes com o espectro de absor¢ao da clorofila-a obtida por (LORENZEN, 1967). Foi possivel
notar que a absorbancia aumentou proporcionalmente a concentracdo do complexo nos picos de
420, 440 e 650 nm. O comprimento de onda de 440 nm foi escolhido para realizar a excitacdo
do complexo de clorofila-zinco, dados a sua intensidade, comportamento e a disponibilidade de
uma fonte luminosa nessa faixa para o desenvolvimento de um protétipo.

Foi realizada uma investigacdo sobre o efeito da concentracio do complexo de
clorofila-zinco no espectro de fluorescéncia de amostras aeradas por 4 minutos. As amostras
foram aeradas pelo periodo de 4 minutos com o objetivo de saturar as concentragdes de OD
(FIORUCCI; BENEDETTI, 2005). Foi utilizado o comprimento de onda de excitacdo de 440
nm para uma andlise da fluorescéncia em funcdo da quantidade de OD em amostras de dgua

(Figura 16).
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Figura 16 — Efeito da concentracdo do complexo clorofila-zinco no espectro de fluorescéncia
das amostras aerado por 4 minutos e excitadas em 440 nm.
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Fonte: autor.

Amostras com diferentes proporcdes de complexo de zinco e solvente (Etanol) em
sua composicdo foram preparadas,especificamente: 1:1, 2:1, 3:1, 4:1 e 5:1. Dos espectros de
fluorescéncia mostrados na Figura 16, foi possivel notar, para todas as concentracdes testadas,
dois picos de emissdo caracteristicos obtidos em 635 e 680 nm.

Especificamente para o comprimento de onda de 635 nm, ha um aumento na inten-
sidade de fluorescéncia com o aumento da concentracdo de complexo na amostra nos intervalos
de propor¢do de 1:1 e de 2:1. As amostras com proporcdes de 2:1 e de 3:1 apresentaram as
maiores intensidades de fluorescéncia. Porém, para concentra¢cdes do complexo nos intervalos
de proporcdo de 3:1, de 4:1 e de 5:1, a intensidade de fluorescéncia diminuiu continuamente,
como descrito na Figura 16.

Na faixa de emissao em 680 nm, as amostras de propor¢do de 1:1 e de 2:1, apresen-
taram maiores intensidade de fluorescéncia enquanto as de proporcdo de 3:1, 4:1 e 5:1 continu-
aram com o perfil de reducao de intensidade de emissao.

E possivel atribuir o aumento em fluorescéncia a 635 nm nas primeiras faixas de
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concentracdo (1:1,2:1) a maior concentragdo do teor do complexo de clorofila-zinco na solucdo,
caracterizando sua sensibilidade e potencial de aplicacdo para sensoriamento.

Em relacdo a reducdio da fluorescéncia para maiores concentragdes de complexo,
sugere-se que tenha ocorrido devido a reducdo da relacdo entre a intensidade luminosa trans-
mitida e concentragdo do complexo de zinco, ja que para altas concentracdes de complexo, a
fluorescéncia € absorvida pelas moléculas ndo excitadas do complexo. Esta hipdtese é refor-
cada pelo fato de que o complexo de clorofila-zinco apresenta uma faixa de absor¢io na regido
entre 600 e 700 nm, como mostrado na Figura 16. Devido a sua intensidade e sua definigao,
o comprimento de onda de 635 nm foi escolhido para analisar a fluorescéncia de complexo de
clorofila-zinco.

Na Figura 17, a intensidade da fluorescéncia é mostrada em fun¢fo da concentra-
cdo do complexo clorofila-zinco. Para esse grafico, foi utilizado o comprimento de onda de

excitacdo de 440 nm e realizada a andlise de emissdo de fluorescéncia em 635 nm.

Figura 17 — Efeito da concentracdo do complexo clorofila-zinco na fluorescéncia analisada em
635 nm de amostras aeradas durante 4 min e excitadas a 440 nm.
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Foi possivel observar que a intensidade de fluorescéncia aumenta com o acrés-
cimo da concentra¢do do complexo, com o pico de fluorescéncia ocorrendo na concentracio
de 1,6x10™* mol / L, e com verificagio da saturacfio em concentra¢des mais altas. Estes resul-
tados indicaram a relagdo de 2:1 como a mais promissora para detec¢do de OD, devido a maior
intensidade de fluorescéncia e, portanto, maior sensibilidade.

As Figuras 18(a) e 18(b) mostram, respectivamente, a intensidade de fluorescéncia
obtida usando métodos de oxigenacio das amostras por agitacdo e por fluxo da bomba de ar.
Podemos ver que para ambos os métodos de oxigenacdo, a supressdo de fluorescéncia ocorre

devido ao aumento da quantidade de OD nas amostras.

Figura 18 — (a) Intensidade de fluorescéncia em fungado do tempo de oxigenacio usando o mé-
todo de agitacdo. (b) Intensidade de fluorescéncia em funcdo de tempo de oxigena-

¢d0 usando o método de fluxo da bomba de ar.
(a) (b)
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Fonte: autor.

Durante os primeiros 60 segundos, a diminuicdo da fluorescéncia é mais intensa
devido ao aumento da quantidade de oxigénio. No entanto, a partir desse valor, a quantidade
de oxigénio dissolvido comeca a saturar na amostra. Estes resultados estdo de acordo com a
respostas obtidas por Chu e Chuang (2015).

A diminui¢do da intensidade de fluorescéncia estd de acordo com um decaimento
exponencial, assim, podemos ver um bom ajuste entre o pontos obtidos e a curva de decaimento
com boa correlagio de, R? = 0,98282 e R? = 0,83849 para o métodos de agitacio e de fluxo da
bomba de ar, respectivamente. O método de agitacdo apresenta um desempenho melhor do que
o método de fluxo da bomba de ar, pois é um método de aeracdo mais homogéneo, uma vez que
as amostras sio agitadas por completo enquanto na aeracdo por fluxo de bomba de ar, o ponto

de inser¢do de Oxigénio na amostra é pontual (NAGL; WOLFBEIS, 2007).
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4.2 Protétipo

4.2.1 Resposta do sensor

Na Figura 19, € apresentada a resposta do sensor Optico com a tensdes medidas no
fotodiodo e em fun¢do da concentracdo de OD nas amostra. Foi possivel notar a reducdo na
intensidade de luz da fluorescéncia com o aumento da concentracdo de OD. Devido a supres-
sdo da fluorescéncia causada pela presenca de oxigénio dissolvido seguindo o comportamento
das andlises de espectrofluorimetria e corroborando com as observagdes realizadas por Chu e

Chuang (2015).

Figura 19 — Tensdo no fotodiodo em funcdo do OD concentrac¢io obtida protétipo do sensor

optico.
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Fonte: autor.

Para a relagdo entre a intensidade de fluorescéncia medida e a concentragdo de oxi-
génio dissolvido das amostras, foi obtida uma curva de calibragdo de razio y = 0,0037x> —

0,0679x +2,3003 , com um R?% = 0,9809, por meio dos valores das tensdes obtidas no fotodi-
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odo do protétipo aplicadas a uma regressao linear simples.
Foi possivel observar uma variagdo de 310 mV para uma faixa dindmica de de me-

di¢do entre 0 e 7,6 mg/L de OD. O protétipo apresentou uma sensibilidade de 40,78 ”Z‘)‘//L de

OD, valor obtido por meio da relagdo entre o valor da varia¢do de tensdo observada pelo pro-
tétipo (310 mV) e a faixa dinamica de medicao de OD (0 e 7,6 mg/L) . Também foi observada
uma resolucao de 0.119 mg/L para medi¢o de OD, relacionando a faixa de variacio de tensdo
obtida pelo protétipo e a resoluciio do conversor analégico / digital utilizado. Onde esse valo-
res de leitura sdo equivalentes aos dispositivos convencionais oferecidos no mercado, durante
o periodo de desenvolvimento deste trabalho. No apéndice C, estdo listados os custos para o

desenvolvimento do protétipo e as imagens de sua estrutura montada.

4.3 Conclusao

Neste capitulo foram apresentados o resultados obtidos durante a pesquisa. O ele-
mento sensor organometdlico, sintetizado a partir de moléculas de clorofila A, apresentou ab-
sor¢do intervalos nas faixas 400450 nm e 630-660 nm e picos de emissdo em 640 e 680 nm.
Foi observada a supressao de fluorescéncia do elemento sensor para amostras com diferentes
concentracdes de OD. As curvas de supressdo de fluorescéncia mostraram decaimento expo-
nencial com boa correlagiio, de R> = 0,98282 e R? = 0,83849 para métodos de oxigenagio por
agitacdo e por fluxo de bomba de ar, respectivamente. Desenvolveu-se o protétipo de um sensor
de bancada, utilizando um LED como fonte de luz, centrado em 460 nm e com emissdo na faixa
de 420 - 480 nm para a excitacdo do elemento sensor; em conjunto com um filtro éptico na
faixa de 620 - 640 nm para filtragem do sinal analisado pelo fotodetector. A relacdo entre a in-
tensidade da fluorescéncia e a concentracdo de oxigé€nio dissolvido, medidos através da tensao
do fotodiodo, gerou uma curva de calibragiio do sensor com o coeficiente de determinacio R? =

0,98009.
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho, foi desenvolvido uma nova técnica 6ptica de medi¢do de oxi-
génio dissolvido em dgua utilizando espectro fluorimetria e um indicador quimico verde.

Foi desenvolvido um elemento sensor organometélico, sintetizado a partir de mo-
léculas de clorofila-A, extraida da planta Brassica oleracea L. por meio da insercdo de fons
de zinco (Zn™?) em substituicio ao fons magnésio (M g1?). O elemento sensor apresentou ab-
sorcdo intervalos nas faixas 400450 nm e 630-660 nm e picos de emissdo a 640 e 680 nm.
O complexo de zinco, atende aos principios da quimica analitica verde, por ser de origem na-
tural e apresentar minimos impactos ambientais em seu processo de fabricacdo. Foi utilizado
o método sol-gel para preparacdo de filmes finos com o complexo fotossensivel, o complexo
de clorofila-zinco, depositados sobre placas de silica. Estas placas apresentaram sensibilidade
elevada a presenca de OD em amostras de dgua.

Andlises laboratoriais foram utilizadas para compreender o mecanismo de supres-
sdo de fluorescéncia do elemento sensor para amostras com diferentes concentragdes de OD. As
curvas de supressio de fluorescéncia mostraram decaimento exponencial com boa correlagao,
de R = 0,98282 ¢ R? = 0,83849 para diferentes métodos de oxigenagio.

Desenvolveu-se o protétipo de um sensor de bancada, utilizando um LED como
fonte de luz, centrado em 460 nm e com emissdo na faixa de 420 - 480 nm para a excitacio
do elemento sensor; em conjunto com um filtro optico na faixa de 620 - 640 nm para filtragem
do sinal analisado pelo fotodetector. A relacdo entre a intensidade da fluorescéncia e a con-
centracdo de oxigénio dissolvido, medidos através da tensao do fotodiodo, gerou uma curva de
calibragio do sensor com o coeficiente de determinagio R = 0,9809. O protétipo se mostrou
confidvel e preciso para faixas de OD entre 0 a 7,6 mg/L. Através do método de regressao, o
sensor ¢ calibrado e os valores de amostras sdo inseridas como entrada para a determinagdo do
Oxigénio Dissolvido.

Desta forma, comprovou-se a eficicia da técnica 6ptica de medida de OD por detec-
¢do da supressdo de fluorescéncia de um indicado luminescente verde. Assim, a metodologia

desenvolvida neste trabalho € apresentada como um novo método 6ptico para medi¢do de OD.

5.1 Perspectiva de trabalhos futuros

Como perspectivas para trabalhos futuros, apresentamos as seguintes propostas:
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Efetuar medidas de OD em diferentes materiais como sangue, efluentes e com-
postos sdlidos.

Aperfeicoar o processo de produgao e fixagdo dos filmes finos.

Realizar um estudo de adequagido do protétipo as normas técnicas e legais com
objetivo de torna-lo um produto comercializavel.

Desenvolvimento de um sistema que possibilite a coleta de amostras e a reali-

za¢do de medidas de maneira autdnoma em reservatorios convencionais.
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APENDICE B - PUBLICACOES CIENTIFICAS
B.1 Publicacoes cientificas relacionadas a dissertacao
B.1.1 Artigos publicados em revistas

SILVA, Erandir Brasil et al. Green optical dissolved oxygen sensor based on a
chlorophyll-zinc complex extracted from the plant Brassica oleracea L. Applied Optics, v. 56,

n. 36, p. 9951-9956, 2017.

B.2 Publicacoes cientificas nio relacionadas a dissertacao
B.2.1 Artigos publicados em revistas

DE MOURA, Lucas Pinheiro et al. Development of an alternating electrical current
meter mobile for low and high voltage: polarimetric analysis, mathematical model, design, and
field tests. Optical Engineering, v. 57, n. 10, p. 104105, 2018.

CAVALCANTE, D. N. S. et al. Experimental AND and OR Logic Gates With MZI
and SOA Using PAM Modulation. IEEE Photonics Technology Letters, v. 31, n. 1, p. 11-14,
2019.

B.2.2 Resumos publicados em eventos

MIRANDA, J. L. S. et al. Protétipo de fonte de luz de cor sintonizdvel. XIII Sim-

posio de Lasers e Suas Aplicacoes, 2018.
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APENDICE C - ESTRUTURA E CUSTOS DE FABRICACAO DO PROTOTIPO

Na tabela 2 sdo listados os custos relacionados a produgdo de um exemplar do pro-

tétipo de sensor 6ptico de OD.

Tabela 2 — Custos de fabricacdo do protétipo

Componente Preco Quantidade | Valor

LED 470L R$ 52,48 1 R$ 52,48
Fotodiodo SMOSPD1A R$ 59,45 1 R$ 59,45
Microcontrolador R$ 22,00 | RS 22,00
Componentes eletronicos diversos | R$ 30,00 1 R$ 30,00
Componentes mecénicos diversos | R$ 50,00 1 RS 50,00
Valor total (R$) R$ 213,93

Fonte: autor

Nas imagens a seguir s@o mostradas as eatpas de testes do circuito eletrébnico do
sensor (Figura 20), a primeira versdo da estrutura mecanica impressa (Figura 21) e a versao

final do protétipo em ambiente de testes (Figura 22).

Figura 20 — Testes do circuito eletronico de aquisi¢do de dados.

Fonte: autor.
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Figura 21 — Primeiro modelo da estrutura mecénica do protétipo.

et T

Fonte: autor.
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Fonte: autor.



