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The instalation of a lock-in amplifier in the detector system of a spectrofluorimeter and the sub-
stitution of the analogic motor driver of the monocromator gratings by microcomputer controlled
.stepper-motors are described. A software that drives the stepper-motors and controls all the lock-
in functions enables the spectrofluorimeter to work synchronized with a digitally controlled cry-
ostat (10K-415K) and transform that in an instrument specialized in the study of temperature

dependence of luminescent properties.
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1. INTRODUCAO

A espectroscopia eletronica de fluorescéncia tem sido utili-
zada como uma importante ferramenta para a caracterizagéo de
sitios dopantes e de processos de relaxagdes em polimeros e
blendas poliméricas'™. De uma forma mais generalizada, a
espectroscopia de luminescéncia possui uma grande gama de
aplica¢des, como:

- acompanhamento de rea¢des quimicas e fotoquimicas®.

- determinacdo precisa de momentos de dipolo de transi¢aio®.

- estudos de processos de transferéncia de energia7.

- sondagem do estado de agregacfio de solutos’.

- estudos de transporte dispersivo e transferéncia de fonons
em matrizes rigidas™”.

Quando uma molécula luminescente encontra-se dispersa em
um meio qualquer seu espectro eletrénico de emissdo sofre
influéncia constante deste meio, de forma que modificagoes
nas propriedades fisico-quimicas do meio podem induzir mu-
dangas na posicéo, perfil e intensidade das bandas de emissdo
das moléculas dispersas’. Assim, para o caso de polimeros
como meio dispersante, é possivel utilizar substincias fluores-
centes como antraceno, auramina e fluoresceina, ou fosfores-
centes como a benzofenona, para se sondar relaxac¢des do po-
limero que variem em funcio da temperatura®*19,

Os espectrofluorimetros convencionais possuem uma fonte
de luz (geralmente uma lampada de arco curto e alta pressio
de xendnio ou mercirio), um monocromador de excitagdo e
outro de deteccdo (ou de emissdo), um detector de luz (usual-
mente uma fotomultiplicadora) e componentes Gpticos para a
focalizagdo da radiagdo.

O presente trabalho descreve a transformagio de um
espectrofluorimetro composto por diversos médulos e descrito
anteriormente!’, em um sistema de deteccio automatizado e
especializado na obtengdo de espectros de emissdo com varia-
¢Oes de temperatura da amostra.

2. SISTEMA DE AQUISICAO DE ESPECTROS

A sondagem da variagdo de propriedades fotofisicas em
fungdo da temperatura € feita através da aquisi¢éio sucessiva de
espectros de luminescéncia da amostra em virias temperaturas.
Em estudos anteriores, a aquisi¢do era obtida em um instru-
mento totalmente analégico, e a variagdo da temperatura da
amostra se dava em um frasco de Dewar com janela de quart-
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zo, no interior do qual nitrogénio liquido se evaporava lenta-
mente (Fig. 1); o sistema de excitagdo da amostra consistia em
uma ldmpada de mercirio e uma bateria de filtros adequados ao
comprimento de onda de excitagdo desejado; o médulo de de-
teccdo compunha-se de um monocromador de 50 cm de cami-
nho éptico com uma grade hologrifica de 1800 linhas/mm, uma
fotomultiplicadora EMI-6256-B, um eletrometro Keythley 610C
e um registrador potenciométrico de pena X/T Hewlett Packard
7100BM!°. A fungio do eletrdmetro nesse arranjo experimental
€ a de transformar a corrente da fotomuitiplicadora em diferenca
de potencial como sinal de entrada para o registrador potencio-
métrico. Neste sistema ndo existe controle da temperatura da
amostra e a faixa de temperaturas de varredura estd restrita a
77K (nitrogénio liquido) e temperatura ambiente. Uma varredu-
ra completa neste sistema demorava oito horas, exigindo a pre-
senca constante do pesquisador junto ao equipamento, além do
posterior tratamento manual dos espectros obtidos.
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Figura 1. Fl-filtros; A-Dewar contendo amostra; F-fotomultiplicado-
ra; M-monocromador de emissdo; E-eletrometro; R-registrador.

A instalagio de um amplificador lock-in (SR530 Stanford
Instruments) na safda da fotomultiplicadora permitiu a fécil
transformagdo dos registros analégicos em espectros digitais, pois
este amplificador € facilmente acoplado a microcomputadores
via uma interface RS-232. Este amplificador, na verdade, pode
ser ligado tanto a fotomultiplicadora quanto ao eletrdmetro, per-
mitindo registros de corrente ou tensdo, respectivamente. Esta

QUIMICA NOVA, 18(3) (1995)



montagem eliminou o registrador, os espectros passaram a ser
exibidos e armazenados em um microcomputador PC/XT
(Dicon-2800) na forma de registros ASCII de intensidade
versus comprimento de onda.

Todo o bloco 6ptico do fluorfmetro foi também modificado
com o intuito de aumentar a flexibilidade do sistema, preser-
vando porém a excelente qualidade 6ptica original. O mono-
cromador de emissdo (50 cm de distancia focal) foi transfor-
mado substituindo-se o sistema mecinico de acionamento da
grade por um motor de passo (0,72 graus por passo), 0 que
permite uma resolugido “mecénica”™* de 0,008nm; este motor é
ligado a um controlador digital Spectradata SD85, o qual estd
em comunicagdo com o microcomputador (via RS-232). O sis-
tema de excitagdo foi substitufdo por uma lampada de xendnio
de 150W e um monocromador de 25cm de caminho 6ptico e
grade de difragdo com 1800 linhas/mm como filtro éptico; este
monocromador possui um motor de passo e também ¢ ligado
ao controlador SD85. Opcionalmente pode-se acrescentar fil-
tros liquidos, de interferéncia e de absorcdo ao atual sistema
de excitagdo, ou ainda transformd-lo rapidamente no sistema
anterior, o qual, embora tenha menor resolugio espectral, exci-
ta as amostras com feixes de luz mais intensos. Este novo ar-
ranjo pode ser representado pela Figura 2.
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Figura 2. M1 e M2-monocromadores de emissdo e excitagdo; P-moto-
res de passo; C-obturador eletromecdnico; A-criostato; CMP-contro-
lador de motores; MC-microcomputador.

Um programa escrito em QuickBasic 4.50, totalmente desen-
volvido no laboratério, controla todas as fungbes do amplifica-
dor lock-in (inclusive os ajustes de fase e tempo de integracio)
e também os motores de passo; desta forma, o espectrofluorime-
tro passou a armazenar espectros em forma digital e, além disso,
obteve-se um ganho real na relagdo sinal/ruido do instrumento,
pois, além da eliminagdo da radiag@o espiria que nfo seja mo-
dulada de maneira idéntica & emissdo da amostra, a aquisicdo
com variagdes discretas do comprimento de onda permite uma
escolha de tempos de integragdo relativamente elevados para o
amplificador (300 a 1000 ms). Na Figura 3 est4d mostrado, em
um diagrama de blocos, o esquema geral do programa'l, e na
Figura 4 estd exemplificado o ganho em sensibilidade e relacdo
sinal/ruido obtido com as modificagBes descritas.

3. INSTALACAO DO CRIOSTATO

Em substituicdo ao frasco de Dewar, onde se introduzia a
amostra a ser resfriada, foi instalado um criostato (APD Cryo-
genics DE-202). Este criostato opera com hélio de alta pureza

* Esta resolugdo mecénica indica somente a minima rotagiio possivel
da grade, ndo significando que os dados espectrais obtidos terdio a
mesma definigdo.
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Figura 3. Diagrama de blocos simplificado da subrotina de aquisi¢do
de dados.
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Figura 4. Espectros de fluorescéncia de antraceno (0,005% em mas-
sa) disperso em acetato de polivinila obtidos a 77K com o fluorimetro
original e com o sistema atual.

em ciclo fechado como sistema refrigerante e alto-vdcuo como

isolante térmico entre o porta-amostras e o meio exterior. O

compressor de hélio ¢ refrigerado a dgua e uma linha de vicuo

com bomba mecanica e bomba difusora (operando com 6leo de
silicone) mantém o isolamento do porta-amostras.

Muitas vantagens foram obtidas com este novo sistema de
varredura de temperatura:

a. o criostato permite um controle efetivo da temperatura; em
condi¢cdes experimentais observam-se variagdes de 0,1K em
torno da temperatura escolhida.

b. a faixa de varredura foi ampliada de 77-298K para 10-405K
(pode-se chegar a 450K caso se removam os contatos térmi-
cos de indio metilico).

c. o tempo dispendido em uma varredura diminuiu significati-
vamente e depende da faixa de temperatura e da rampa de
aquecimento/resfriamento.

O criostato possui um controlador digital que permite uma
ampla manipulagdo dos “setpoints” e das velocidades de ram-
pas de temperatura.

Este controlador digital ndo estd interfaceado ao microcom-
putador do fluorimetro, no entanto ele pode ser programado de
forma a criar, no porta-amostras, uma série de rampas e platds
de temperatura em fungdo do tempo. Foi feito um acompanha-
mento de um experimento real de aquisi¢do e observou-se que
a programagdo € bastante precisa; o médulo de aquisi¢do do
programa de controle do espectrofluorimetro foi entdo modifi-
cado de forma a utilizar o relégio interno do micro como marca
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para o infcio de cada novo espectro; entdo, no inicio de cada
experimento o fluorimetro e o criostato sdo acionados juntos,
passando a funcionar sincronizados, de forma que a varredura
completa € feita automaticamente, dispensando a presenga do
operador junto ao instrumento (Figuras 3 e 5).
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Figura 5. Diagrama representando o sincronismo entre o tempo me-
dido pelo programa de aquisicdo e o programa de variagdo de tempe-
ratura.

4. AQUISICAO E TRATAMENTO DE DADOS

O programa escrito para a aquisi¢do de espectros de fluo-
rescéncia € capaz de controlar todas as fung¢des do amplifica-
dor lock-in e também a velocidade e incremento de compri-
mento de onda dos motores; pode-se também fazer “n” aquisi-
¢Oes em cada ponto, de forma que o espectro exibido serd, na
verdade, a média de “n” espectros.

O médulo de aquisicio permite que se obtenham:

- espectros de excitagdo e de emissdo (comprimento de onda
versus intensidade).

- varreduras sucessivas de temperatura com acompanhamento
dos espectros de emissdo ou excitagdo.

- varreduras de temperatura com aquisicdo de dois espectros
em diferentes faixas de comprimento de onda.

- acompanhamento da variagdo de maximos de espectros de
emissdo com O tempo ou com a temperatura.

A Figura 6 mostra um exemplo da obtengdo de varredura de
temperatura com aquisicio de espectros de fluorescéncia do
antraceno disperso em polietileno.

Ao programa principal foi incluida uma subrotina para tra-
tamento dos dados armazenados; €sta subrotina automatiza os
tratamentos comumente empregados no laboratério como:

- integragdo dos espectros e construgfio da curva 4rea integra-
da versus temperatura.

- busca de maximos de intensidade (até quatro regides por es-
pectro) e obtencgio de curvas de maximos versus temperatura
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Figura 6. Espectros de fluorescéncia do antraceno disperso em polie-
tileno em diferentes temperaturas.
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e relagio entre miximos versus temperatura.

- corregdo dos espectros de emissdo com relagdo a curva de
sensibilidade da fotomultiplicadora.

- corregiio de espectros de emissdo obtidos com luz plano
polarizada.

- obtengdo, a partir de espectros obtidos com luz plano pola-
rizada, da superficie anisotropia versus temperatura versus
comprimento de onda.

A Figura 7 mostra um exemplo da obten¢do de uma curva
para a intensidade integrada do espectro de fluorescéncia versus

temperatura, utilizando-se os dados da Figura 6.
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Figura 7. Intensidade integrada de fluorescéncia do antraceno dis-
perso em polietileno versus temperatura.
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