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A MULTI-LED, MICROCONTROLLED, PORTABLE AND INEXPENSIVE PHOTOMETER. A microcontrolled, portable and
inexpensive photometer is described. It uses six light-emitting diodes (LEDs) as radiation sources and a phototransistor as detector,
as well as a microcontroller (PIC - Programmable Controller of Interruption). This device provided total autonomy to the proposed
photometer, which was successfully applied to determination of Fe?* in ferrous syrups and of seven clinical biochemical parameters.
As the components are cheap (~U$30.00) and easy to find, the proposed photometer is an economical alternative for routine chemical
analyses in small laboratories, for research and teaching. Being portable and microcontrolled, it allows doing field chemical analyses.
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INTRODUCAO

Diodos emissores de luz (LEDs)' tém proporcionado muitas
vantagens quando utilizados em instrumentagdo Gptica'?, especi-
almente para espectrofotometria de absorcdo molecular UV-VIS.
De fato, fotometros simples, portdteis e de baixo custo, que em-
pregam LED como fonte de radiacdo, tém sido desenvolvidos e
usados em diversas aplicagdes analiticas'”.

Entre os fotdmetros descritos na literatura, existem alguns
que usam dois ou mais LEDs com maximos de emissdo em dife-
rentes comprimentos de onda, o que os tornam potencialmente
aplicdveis a andlises multicomponentes®. Contudo, a necessida-
de do uso de um microcomputador para aquisi¢do e/ou tratamen-
tos dos dados dificulta o uso desses instrumentos em laboratérios
com poucos recursos financeiros e/ou em andlises quimicas de
campo. Mesmo o fotdmetro multi-LED proposto por Cantrell e
colaboradores’, que utiliza um microcontrolador (“PIC-
Programmable Controller of Interruption”)!® para aquisi¢éo auto-
mdtica de sinais, necessita de um microcomputador para trata-
mento dos dados. Para contornar essa limitacdo, desenvolveu-se
neste trabalho um fotdmetro multi-LED baseado em um
microcontrolador PIC de outra série, que permite dispensar total-
mente o uso de um microcomputador.

Para avaliar o desempenho do fotdmetro proposto, realizaram-
se determinagdes de fon ferroso em amostras de xarope e de prote-
inas totais, albumina, glicose, uréia, cédlcio, cloreto e hemoglobina
em amostras de soro sangiiineo.

PARTE EXPERIMENTAL
Descricao do fotometro proposto

O instrumento proposto emprega somente componentes bara-
tos e de fécil aquisi¢do. Ele foi acondicionado em uma caixa plds-

tica pequena com dimensdes 15 x 10 x 5 cm. Como fontes de
radiacdo, o fotdmetro utiliza seis LEDs com as seguintes caracte-
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risticas: violeta (A, = 430 nm), azul (A, = 485 nm), verde (A
= 560 nm), amarelo (A, = 580 nm), laranja (A, = 600 nm) e
vermelho (A, . = 660 nm), conforme espectros de emissdo mos-
trados na Figura 1.

Os LEDs foram montados em um suporte circular adaptado ao
eixo de uma chave eletro-mecanica de seis posi¢des que permite,
ao mesmo tempo, ligar e posicionar o LED desejado em frente ao
detector (Figura 2).

O detector escolhido para esse protétipo € um fototransistor,
pois € barato e de facil aquisi¢do e apresenta uma boa relacdo si-
nal-ruido. Entre o LED e o detector foi colocado um suporte de
aluminio onde se encaixa uma cela de deteccdo com caminho 6ptico
de 1,0 cm. A cela de detecc@o pode ser do tipo convencional ou em
fluxo (Figura 2).

O PIC" utilizado € o da série 16F877"!, que é programdvel e
apresenta baixo custo (~U$ 13,00). Possui internamente um
conversor A/D de 10 bits, uma memoria FLASH de 8 Kb, uma
EEPROM de 256 B e uma RAM de 368 B, 3 relégios (“timer”), 8
portas légicas que podem ser configuradas para aquisi¢do de si-
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Figura 1. Espectros de emissdo dos seis LEDs utilizados no fotometro proposto
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Figura 2. Diagrama esquemdtico do fotometro proposto

nais, entre outros recursos importantes''. Esse PIC permite a intro-
ducdo de filtros digitais e de periféricos de entrada e saida de da-
dos (teclados, chaves, impressoras, mostradores, etc), além da re-
ducdo dréstica de componentes eletronicos. Além disso, possibili-
ta a introdugdo ou alteracéio de funcionalidades do instrumento sem
necessidade de reconfiguragdo do hardware, bem como a realiza-
¢do de aquisicdo e tratamento de dados sem necessidade de
microcomputador.

Um circuito eletronico (Figura 3) foi projetado de modo a for-
necer uma corrente minima para funcionamento dos LEDs, o que
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garante uma boa estabilidade no sinal. Uma fonte de -5 e +5V foi
montada para a alimentac¢do desse circuito. Os sinais analégicos
produzidos durante as medidas sdo enviados para o PIC, que os
digitaliza por meio de um conversor A/D interno de 10 bits. Estes
sinais sdo apresentados em valores de transmitancia e absorbancia
em um mostrador de cristal liquido (“liquid crystal display—-LCD”)"2,
ap0ds conversdo realizada por um software (escrito em linguagem
C) gravado no microcontrolador. O cédigo-fonte desse programa
encontra-se disponivel na homepage'® do nosso laboratério. Os si-
nais analégicos sdo também disponibilizados em uma saida lateral
do fotometro, para possibilitar seu monitoramento por um
microcomputador mediante uma interface conversora (A/D).

O LCD utilizado no fotdmetro ¢ o modelo WH-1602A, o qual
possui barramento de dados de 8 bits (podendo-se trabalhar com
quatro ou oito bits) e barramento de controle de 3 bits. Neste traba-
lho, a comunicagdo entre o PIC e o mostrador foi sempre realizada
empregando-se sete linhas, sendo trés de controle e quatro para
transmissdo de dados de 4 bits.

Uma vez que o propésito principal deste trabalho foi desen-
volver e construir um fotdmetro multi-LED microcontrolado, o
equipamento foi dotado de um periférico de saida (mostrador)
dispensando assim o uso de um canal de saida de sinais. Toda-
via, um canal de saida analdgica foi introduzido para que o usu-
ario, se desejar, tenha acesso direto aos sinais que ndo foram
ainda digitalizados. Apesar desses sinais poderem ser
digitalizados por qualquer interface de comunicagdo, uma al-
ternativa economicamente vidvel € usar a interface que foi de-
senvolvida pelo nosso grupo'. Essa interface permite a aquisi-
¢do de sinais por meio da porta paralela do microcomputador.
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Figura 3. Esquema do circuito eletronico do fotometro desenvolvido
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Outra alternativa para transmissdo dos sinais consiste na incor-
poragdo de um CI MAX232' no circuito eletronico do fotometro.
Esse componente permite a transferéncia dos dados digitais,
disponibilizados na saida RS do PIC, para a porta serial do
microcomputador.

Funcionamento do fotometro e medidas analiticas

O principio de funcionamento do fotdmetro proposto € mui-
to simples: a radiag@o atravessa a cela de detecc@o contendo a
amostra absorvente e alcanga o fototransistor. As variacdes dos
sinais detectados pelo circuito eletronico sdo filtradas por um
filtro passa-baixa. Em seguida, os sinais s@o amplificados por
um pequeno circuito amplificador, conforme esquema mostra-
do na Figura 3.

Para realizar as medidas com o instrumento proposto, posiciona-
se o LED correspondente ao comprimento de onda desejado e en-
che-se a cela de deteccdo com a solugdo do branco. O sinal de
100% em transmitancia (correspondente a uma tensdo de cerca de
4,0 V) € ajustado pelo analista, girando-se outro botdo existente no
painel principal do fotometro (Figura 2). Esse sinal € exibido no
mostrador como o de mdxima transmitancia, sendo armazenado
para posterior uso no calculo das absorbancias das solugdes. Em
seguida, o analista deve encher a cela com a solucdo absorvente
(padrdo ou amostra) e colocéd-la no aparelho. Os valores das medi-
das de transmitincia e absorbancia sdo apresentados no mostrador
LCD do fotdmetro.

Aplicacdes do fotometro proposto

Andlises de xaropes ferrosos

Uma solugdo-estoque com 1000 mg L' em Fe? foi preparada
a partir de FeSO,.7H,0 dissolvido em meio dcido (H,SO,, 0,2
mol L. Solugdes-padrao de Fe* (2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ¢ 10,0 mg L)
foram preparadas a partir da solugdo-estoque, por diluicio com
dgua deionizada. Essas solugdes foram utilizadas na construg¢io
da curva analitica do fotdmetro proposto para determinacido de
Fe?*, baseada em medidas de absorbancia usando o método
colorimétrico 1,10-fenantrolina'®. As amostras de xarope ferroso
foram adquiridas em drogarias locais e analisadas apds dilui¢ao
com 4gua deionizada.

Andlises bioquimicas clinicas

Os reagentes e as solugdes-padrdo utilizadas nas determina-
¢des bioquimicas clinicas foram adquiridos de kits comerciais'®*.
A preparacio dos reagentes foi realizada de acordo com procedi-
mento descrito no manual de instru¢des do kit correspondente a
cada parimetro bioquimico. A escolha do LED apropriado para
cada determinagdo também foi norteada pelas informagdes dispo-
niveis nesses manuais. Com efeito, o LED verde do fotometro
proposto foi usado para determinagéo de proteinas totais'” (basea-
da no método do biureto') e de glicose', o LED vermelho para
albumina®, o amarelo para cdlcio?, o laranja para uréia®, o azul
para cloreto® e o LED violeta foi utilizado para determinacdo de
hemoglobina®. As amostras de soro sangiiineo foram fornecidas
pelo Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universitdrio da
Universidade Federal da Paraiba e analisadas sem nenhum trata-
mento prévio.

As amostras de xarope ferroso foram também analisadas usan-
do dois espectrofotdmetros de absor¢do UV-VIS comerciais
(Hewlett Packard-HP, modelo 8453 e outro da Micronal, modelo
B3421I), enquanto que para as amostras de soro sangiifneo utili-
zou-se apenas o instrumento da HP.

Quim. Nova

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nio obstante a simplicidade da eletronica utilizada no fotdmetro
desenvolvido, o que permitiu diminuir consideravelmente seu cus-
to total, seu desempenho ndo foi comprometido. De fato, sua esta-
bilidade foi investigada por um periodo de 8 h de funcionamento e
nenhuma variag@o considerdvel do sinal produzido foi observada.

O desempenho do fotdmetro proposto foi inicialmente avaliado
mediante a determinagio de fon ferroso em amostras de xarope. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 1, juntamente com os obtidos
com os instrumentos HP e Micronal. Uma boa concordincia entre
os valores obtidos empregando os trés equipamentos pode ser obser-
vada. De fato, nenhuma diferenga significativa, ao nivel de 95% de
probabilidade, foi verificada entre os resultados quando o teste ¢
emparelhado foi aplicado. O fotdmetro proposto também forneceu
resultados com precisdo satisfatéria (Tabela 1), sendo atestada por
um desvio padrédo relativo (RSD) geralmente menor ou igual a 0,3%
(n = 5), enquanto os valores de RSD obtidos com os instrumentos
comerciais foram usualmente menores que 0,2% (n = 5).

Tabela 1. Resultados das determinagdes de {on ferroso em xaropes
usando o fotdmetro proposto e dois instrumentos comerciais

Amostra [Fe*] x 10° (mg L")
Fotdmetro proposto Micronal HP
1 124,7 (£ 0,3) 124,5 (£ 0,1) 124,1 (£ 0,1)
2 129,0 (+ 0,3) 129,0 (+ 0,1) 128,7 (£ 0,2)
3 249 (= 0,5) 25,0 (= 0,1) 25,0 (= 0,1)
4 1249 (= 0,2) 124,77 (£ 0,1) 125,0 (= 0,1)
5 25,2 (= 0,3) 25,3 (= 0,1) 25,3 (= 0,1)
6 123,0 (= 0,2) 123,3 (= 0,1) 123,7 (= 0,1)
7 123,8 (+ 0,2) 123,0 (+ 0,1) 123,3 (+ 0,0)

* Valores entre parénteses s@o as estimativas dos desvios padroes

relativos para 5 determinagdes repetidas.
Para a determinagio de Fe?*, as medidas de absorbéncia foram

realizadas usando o LED azul, pois este apresenta, entre os LEDs
disponiveis, o pico de emissdo (A, = 485 nm) mais préximo do
maximo de absor¢do do complexo Fe(I)-fenantrolina (A = 510
nm). Apesar de ndo existir coincidéncia total entre ambos os maxi-
mos, ndo houve problemas de desvios da lei de Beer em virtude da
banda de emissdo do LED azul ser relativamente estreita (Figura
1). A Tabela 2 mostra que o fotdmetro proposto apresentou uma
linearidade na curva analitica tdo boa quanto a da curva obtida
com os espectrofotdmetros comerciais. Com efeito, um coeficien-
te de correlagdo maior que 0,999 € considerado como evidéncia de
um ajuste ideal dos dados para a reta de regressao®. Contudo, é
provavel que ocorresse algum problema de desvio da linearidade
se as medidas de absorbancia fossem realizadas, para esta aplica-
¢do, empregando o LED violeta, cuja banda de emissdo ¢ conside-
ravelmente mais larga (Figura 1). Quanto ao fototransistor, este
normalmente nio apresenta problemas de linearidade em sua res-

Tabela 2 — Outras caracteristicas® usadas para comparagdo do
desempenho do fotdmetro proposto em relagdo aos instrumentos
comerciais utilizados nas determinag¢des de Fe*

Caracteristicas Fotdmetro proposto Micronal HP

Linearidade* 0,99960 0,99978 0,99954
LD** (mg L") 1,9 x 10 1,2 x 102 3,3 x 10
LQ** (mg L") 5,7 x 10 3,6x 107 1,0x 103

* Expressa em termos do coeficiente de correlagdo, r (n = 5); ** LD =
limite de detec¢do e LQ = limite de quantificacdo



Vol. 28, No. 6

Um Fotdmetro Multi-LED Microcontrolado, Portitil e de Baixo Custo 1105

Tabela 3. Resultados das determinag¢des de parametros bioquimicos clinicos usando o instrumento proposto e um espectrofotometro HP

Parametro Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
LED HP LED LED HP LED HP
Proteinas Totais (g dL™) 3,8 3,8 4,6 4,9 4,9 4,2 4,2
Albumina (g dL") 39 3,9 3.4 33 3.4 4.4 4.4
Glicose (mg dL™") 186,0 192,0 73,9 73,2 96,0 90,3 109,8 110,3
Cilcio (mg dL") 7,2 7,8 8.8 8,8 9,2 8,7 8,7
Uréia (mg dL™) 29 31 15 27 27 15 15
Cloreto (mEq L) 88,1 87,0 83,9 82,9 93,5 92,2 93,8 94,0
Hemoglobina (mg dL™") 14,0 14,5 15,5 14,5 13,5 14,0 12,6 11,7

posta, em virtude de sua funcdo de transferéncia apresentar uma
relacdo linear entre a poténcia da radiacdo incidente e o sinal elé-
trico produzido®.

Os limites de deteccdo e quantificagdo do fotdmetro proposto e
dos instrumentos comerciais foram estimados, em nivel de 95% de
confianca, empregando o método baseado em parametros da curva
analitica e no desvio padrdo do branco*. Os resultados sdo apre-
sentados na Tabela 2, os quais mostram uma diferenga pequena
entre os valores obtidos com o fotdmetro proposto ¢ o Micronal.
Por outro lado, o espectrofotometro HP ofereceu limites de detecgio
e quantificagdo melhores que os outros dois instrumentos. Apesar
disso, o desempenho do fotdmetro desenvolvido pode ser também
considerado satisfatério quando avaliado em termos dessa figura
de mérito.

O desempenho do fotdometro proposto foi também avaliado
mediante a realizacdo de andlises bioquimicas clinicas e os resul-
tados sdo mostrados na Tabela 3. Neste caso, apenas o
espectrofotometro HP foi utilizado para fins de comparacdo entre
os desempenhos analiticos. Todavia, nesta aplicacdo ndo foram
construidas curvas analiticas, pois os métodos colorimétricos des-
critos nos manuais dos kits baseiam-se sempre em um unico pa-
drdo que € disponibilizado para cada espécie bioquimica. Os valo-
res encontrados na Tabela 3 representam sempre a média de trés
determinagdes analiticas repetidas (n=3). Novamente, ¢ notdvel a
boa concordincia entre os valores obtidos com o fotdmetro pro-
posto e o instrumento comercial HP. Com efeito, nenhuma dife-
renca significativa, em nivel de 95% de confianca, foi verificada
entre os resultados quando o teste r emparelhado foi aplicado. Por
outro lado, os valores de RSD obtidos nessas determinagdes foram
usualmente menores que 0,5% para ambos 0s instrumentos.

CONCLUSOES

O fotdmetro proposto apresentou um desempenho bastante
satisfatério como demonstrado nas aplicag¢des analiticas realiza-
das, as quais permitiram atestar sua eficiéncia, versatilidade e fle-
xibilidade. De fato, foi possivel determinar satisfatoriamente o fon
ferroso em amostras de xarope, bem como sete pardmetros
bioquimicos clinicos, a partir de medidas realizadas usando seis
diferentes LEDs, simplesmente girando-se um pequeno botdo exis-
tente no painel do equipamento. A determinac@o desses pardmetros
foi motivada nio apenas pela sua importancia no diagnéstico de
certos estados patoldgicos do paciente, mas também — e principal-
mente — por permitirem o uso de todos os LEDs disponiveis no
fotometro. Neste sentido, o instrumento proposto demonstrou ter
potencial para realizacdo de andlises multicomponentes.

O custo do fotdbmetro multi-LED foi estimado como U$30.00,
o qual € bem inferior ao de qualquer instrumento comercial sim-
ples, cujo preco é de cerca de U$ 1,500.00. O fotdmetro

microcontrolado proposto também oferece manutengdo simples e
barata, pois utiliza uma eletronica simples, componentes baratos e
facilmente encontrados no comércio.

As caracteristicas destacadas fazem do fotometro proposto uma
ferramenta alternativa economicamente vidvel para andlises qui-
micas em laboratérios de rotina, de pesquisa e/ou de ensino caren-
tes de recursos financeiros. Finalmente, por ser microcontrolado e
portatil, dispensa o uso de microcomputador e também possibilita
a realizagdo de andlises quimicas de campo.
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