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Resumo

O Brometo de Etidio (BE) € um composto fluorescente que tem seu
rendimento quéantico muito aumentado quando intercalado a moléculas de DNA
e RNA e, por isto, é usado para detec¢cdo destas espécies em procedimentos
de eletroferese em gel. Devido a estas caracteristicas, esta substancia é
considerada perigosa, pois pode causar danos ao material genético humano
sendo classificado como um agente mutagénico /toxico. Para realizacdo do seu
descarte € necessario um processo de inertizacdo, sendo um dos mais
aplicados o proposto por Lunn e Sansone em que sao utilizados o &acido
hipofosférico e o nitrito de sodio para oxidacdo da substancia. Porém, esta é
uma reacgao de longa duracao e a sua finalizagao deve ser atestada com 0 uso
da deteccao por fluorescéncia. Considerando este aspecto, o principal objetivo
do trabalho foi construir e avaliar um sistema automatizado de baixo custo com
deteccao fluorimétrica, empregando-se um LED (maximo de emissdo em 535
nm) para monitorar a degradacdo do BE. Este instrumento € controlado por
microcontroladores (PIC 16F877A e PIC 16F628) que sdo responsaveis pelos
controles dos processos de fluxo das amostras e do fluido carreador e por
adquirir e processar o sinal do sistema de deteccdo, composto de dois
fotodiodos e como filtros para, emissdo do BE, foram utilizados plasticos de
coloracdo alaranjada. O Fluorimetro proposto foi avaliado tanto em batelada
guanto em um sistema de fluxo e apresentou limites de deteccéo de 0,33 mg L’
! no sistema de fluxo com abordagem stoped-flow e 0,04 mg L™ em batelada
(utilizando cubeta). As medidas realizadas com o instrumento foram
comparadas ao de um fluorimetro comercial de bancada e em todas as
comparacdes ndo foram observadas diferencas significativas ao nivel de 95%
de confianca. Foram realizados testes para verificar se o sistema de decisao do
instrumento proposto era confidvel para indicar automaticamente o final da
degradacédo sendo observada uma taxa de 100% de acerto para as amostras
testadas com concentracdes acima do limite maximo permitido e abaixo deste
limite (5 mg L™). Alternativamente, avaliou-se a possibilidade de uso de um
sistema de deteccdo de BE utilizando um LED como fonte de excitagdo e
medidas das componentes RGB de imagens a partir de um aplicativo e da
camera de um aparelho celular. Para esta abordagem foi encontrado um limite
de deteccdo de 0,91 mg L™ utilizando apenas componente R. Comparando-se
os resultados obtidos para amostras fortificadas com BE realizadas com o
fluorimetro proposto e com a deteccdo via celular com os resultados obtidos
com um espectrofluorimetro comercial, ndo foram observadas diferencas
significativas ao nivel de 95 % de confianca. O Fluorimetro de LED proposto se
mostrou eficiente e teve um rendimento satisfatério a um baixo custo (cerca de
US$ 200) podendo ser aplicado para a detec¢do de BE no procedimento de
descarte ou na deteccdo destes em amostras residuais.
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Abstract

Ethidium Bromide (BE) is a fluorescent compound which has a significant
enhancement of quantum yield when intercalated with RNA and DNA molecules
and, due to such effect, it is applied for detection of these species in gel
electrophoresis. For that reason, BE is considered dangerous, producing
damages to human genetic material and classified as a mutagenic/toxic agent.
In order to discard BE residues, is necessary a prior process to turn the
substance inert and one of the most applied protocols is the proposed by Lunn
and Sansone, where hipofosforic acid and sodium nitrite are used to oxidize the
BE. However, this reaction requires a long time period and its finalization must
be attested by fluorescence measurements. Considering this, the main
objective of this work was to fabricate and evaluate a low cost automated
system with fluorometric detection, using a LED (maximum emission in 535 nm)
to to monitor BE degradation. The proposed instrument is controlled by
microcontrollers (PIC 16F877A and PIC 16F628) that controls the sample and
carrier flows and performs the acquisition and processing of the analytical signal
from the detector, comprising two photodiodes covered by two pieces of
transparent orange plastic. The proposed fluorometer was tested with the use of
batch or flow based strategies. Using a stopped-flow system, the limit of
detection of 0.33 mg L-1 was achieved and for the batch determination the
detection limit was 0.04 mg L™. The determinations performed with the
proposed LED fluorometer were compared to the determinations performed with
a commercial spectrofluorometer with no significant differences at 95 %
confidence level. Tests were also conducted to verify if the decision system of
the proposed instrument was reliable to automatically indicate the end of
degradation, being checked 100 % of accuracy for the tested samples with BE
concentrations beyond and below the limit of concentration of 5 mg L™
Alternatively, the detection of BE using a green LED as excitation source and
measurements of RGB pattern from photographic images acquired by a cell
phone was evaluated. For this approach, the detection limit of 0.91 mg L™ was
stimated using only the Red component of RGB. By comparing the results
acquired with the proposed fluorometer/cell phone detection with the data
obtained with a commercial spectrofluorometer for BE fortified samples, no
significant differences were observed at the 95 % confidence level. The
proposed LED Fluorometer was efficient and had a satisfactory performance at
a low cost (US$ 200) and can be applied to the detection of BE in the disposal
procedure or detecting in residual samples.
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1 - Introducéao

A questdo do gerenciamento dos residuos gerados ndo é um problema
atual e vem ha tempos afligindo os seres humanos. Na época dos antigos
romanos a extracdo e processamento de metais por fusdo causavam graves
problemas de contaminacdo ambiental.' Nos dias de hoje, essa questdo
envolve praticamente todas as atividades humanas, desde a producéo

industrial>® até os residuos domiciliares,*®

e tem sido objeto de estudo de
diferentes &areas do conhecimento®’ sendo também foco de diversas

legislacées.®

Na area académica, a problemética dos residuos também tem sido
amplamente discutida.®'® Com o objetivo de gerar novos materiais e novos
conhecimentos, os laboratérios de pesquisa, de uma maneira geral, costumam
produzir ao fim dos seus processos uma quantidade consideravel de residuos
perigosos.'! Nesse sentido, visando diminuir o impacto de suas atividades
cientificas no ambiente, a Universidade de Brasilia (UnB) criou em 2002 uma
comissao para o0 gerenciamento de residuos, sendo um dos seus principais
objetivos a implantacdo e estabelecimento de uma unidade de tratamento de
residuos. Atualmente, esta comissdo trabalha com os principais residuos
perigosos da UnB e vem, apesar dos problemas com espaco, iniciando o
tratamento dos residuos gerados visando a diminuicdo dos custos de descarte

para a universidade.

De fato, a comissédo de residuos da UnB tem oferecido um servigo de
recolhimento dos residuos perigosos gerados pela universidade, procedendo
com a segregacdao dos produtos e reaproveitamento dos reagentes
descartados além da organizacdo de todo o processo de destinacéo
ambientalmente correta. Apesar disso, pode-se considerar que 0S Servigcos
oferecidos sédo ainda relativamente limitados, uma vez que muitos processos
que poderiam ser realizados com o0s residuos recebidos dependem de uma

estrutura fisica e instrumental adequada para a sua realizagcdo. Muitas



substancias consideradas perigosas poderiam ser transformadas em espécies
de menor periculosidade ou mesmo convertidas em materiais inertes,
minimizando os custos para a destinacao final do residuo. Entretanto, a maioria
destes procedimentos envolvem reacdes quimicas que precisam ser
monitoradas principalmente com relagdo a verificagdo da eficiéncia dos
tratamentos e para garantir que o que esta sendo tratado e descartado nao é
também agressivo ao ambiente. Este monitoramento €, muitas vezes,
impraticavel em uma unidade de tratamento de residuo por necessitar de
espaco fisico laboratorial adequado, recursos humanos e de
equipamentos/instrumentos de custo relativamente elevado para a realizacao

das analises quimicas.

Com relacdo a necessidade de instrumentacdo analitica, a literatura
mostra que existem instrumentos de baixo custo que podem ser fabricados no
proprio laboratério (instrumentos labmade) e aplicados em determinagdes
analitcas com eficiencia adequada para muitas aplicaces.'> Estes
instrumentos surgem como uma alternativa para atender as necessidades de
analise e monitoramento de reacfes utilizadas em tratamentos de residuos,
pois minimizam 0s custos para a sua aquisicdo sem perda da confiabilidade

dos resultados obtidos.

Paralelo a estas observacles, verifica-se que residuos contendo a
substancia brometo de etidio (BE) sdo gerados com bastante frequéncia, sendo
a mesma considerada de elevada periculosidade. Seu tratamento pode ser
realizado no préprio local de geracao ou na unidade de tratamento de residuos
a partir de procedimentos simples de oxidacdo, acompanhado do
monitoramento da fluorescéncia da substancia a fim de verificar a taxa de
degradacdo aos niveis considerados seguros ao descarte. Todo o
procedimento envolve a manipulacdo da substancia por pessoal treinado, o

gual é exposto aos riscos inerentes.

No presente trabalho, foi proposto um sistema automatizado para o
monitoramento de reacdes de degradacédo de BE com o objetivo de minimizar o
contato do pessoal envolvido durante a execucao do processo de tratamento

do referido residuo. Para isto, uma estratégia de analise em fluxo com



deteccdo por fluorescéncia foi avaliada empregando-se instrumentagéo

labmade de baixo custo e de facil manuseio.



2 - Objetivos

Os objetivos deste trabalho s&o:

1.

Construir e avaliar um fluorimetro a base de diodos emissores de luz
(LED) e fotodiodos para a determinacdo quantitativa de brometo de
etidio em solucfes aquosas.

Desenvolver e um sistema de analise em fluxo acoplado ao sistema de
deteccdo fluorimétrico para monitorar a degradacdo de solucdes
residuais de BE.

Gerenciar as operacdes dos sistemas de andlise em fluxo e de deteccéo
a partir de um microcontrolador com programacéo embarcada.

Definir e verificar o funcionamento de um algoritmo para avaliacdo dos
dados obtidos e tomada de decisdo com relacdo ao andamento do
processo de degradacéo de BE.

Verificar o potencial analitico de um sistema fluorimétrico baseado em
excitacdo com radiacédo de um LED e imagens digitais como ferramenta
para a quantificacao de BE.



3 - Revisdao bibliogréfica

3.1 - Residuos de laboratorio

Durante muito tempo o Brasil ndo apresentava uma legislacao atuante
no tocante ao gerenciamento de residuos de qualquer esfera. Esta situagao foi
alterada em 2010 com a promulgacéo da LEI 12.305/2010 que instituiu o plano
nacional de gerenciamento de residuos sdlidos. Essa legislacdo englobou e
tipificou varios tipos de residuos com um enfoque mais rigido em residuos
considerados perigosos.®** Os residuos de laboratérios de pesquisa ficaram
enquadrados como residuos de servicos de saude (RSS) sujeitos as
normatizacdes de manejo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
358/2005 e da RDC 306/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).*® Em colaboracao, estes dois érgdos elaboraram este conjunto de

normas visando a protecao da satde e do meio ambiente.

Apesar desses avancos, a questdo dos residuos de laboratoérios, assim
como dos outros residuos, foi negligenciada durante muito tempo. Em 1997,
Jardim®®ja chamava a atencdo para esta questdo e apontava as preocupacoes
da sociedade e as contradicdes no posicionamento das universidades em
relagdo aos residuos gerados em suas atividades. Primeiramente, as
universidades ignoravam a existéncia do problema e contraditoriamente
avaliavam e responsabilizavam terceiros em questbes de degradacdo do
ambiente. Nessa época, Jardim apontava também a necessidade das

universidades implantarem sistemas de gestao dos seus residuos perigosos.

No editorial da revista Quimica Nova volume 28 No. 1 de 2005, sao
identificados varios problemas no gerenciamento dos residuos das
universidades destacando algumas caracteristicas destes residuos. Neste
documento, relata-se que os residuos das universidades sdo gerados em
grande quantidade e em grande variedade, de modo que essa diversidade leva

a geracdo de materiais muito toxicos, 0s quais Sdo muitas vezes estocados e
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descartados de maneira incorreta. O editorial levanta ainda a questédo de que
as instituicdes de ensino estdo alheias as mudancas e de que a problematica
dos residuos ndo é vista nos processos de criacdo de materiais e produtos
tecnoldgicos. O editorial elenca varios esforcos em centros de pesquisas e
universidades, assim como eventos (congressos e simposios) com enfoque na
area de gestao de residuos. Este se encerra com um documento intitulado “A
carta de Niterdi” cujo intuito era alertar as varias esferas da administracédo
publica, visando a criagdo de acbes para o gerenciamento dos residuos

perigosos nos centros de pesquisa e universidades.*’

Nolasco e colaboradores®® fazem uma revisdo na literatura das
instituicbes de pesquisa que ja possuem um sistema de gerenciamento de
residuos perigosos. Neste trabalho é mostrado que as instituicbes de ensino
estrangeiras ja se preocupavam com o problema desde a década de 1970 e
gue no Brasil tal preocupacgédo s6 comeca a se apresentar na década de 1990.
Os autores apresentam ainda um conjunto de regras basicas para a
implantagcdo de um programa de gestdo de residuos nas universidades, as

quais séo listadas a segquir:

1. Responsabilizacdo do gerador e inventario que ilustre os residuos
gerados na instituicao;

2. Respeito a hierarquia da gestao de residuos;

Correta segregacao e identificacao dos residuos;
Armazenamento temporario de forma adequada com o uso de
recipientes adequados e bem identificados;

5. O tratamento, local ou externo, deve obedecer as normas e legislagdes;
A seguranga é fundamental, as operacdes devem ser feitas de forma a
se evitar acidentes que levem a danos materiais, ambientais e pessoais;

7. O processo educacional é fundamental. O uso de ferramentas de

divulgacao é necessario e bem vindo.

Nolasco ainda enumera as vantagens da implantacdo de um plano de

gerenciamento de residuos. Dentre eles estdo: reducdo de gastos com



reagentes e destinacao final, redu¢do do armazenamento, desenvolvimento de

pesquisas e pessoal especializado.

Nascimento e Filho®® também exaltam a formacdo de pessoal e a
questdo da seguranca que um sistema de gestao de residuos perigosos pode
trazer. O seu trabalho traz uma extensa descricdo da legislacdo envolvida na
questdo dos residuos perigosos com principal enfoque nas resolu¢cdes RDC
306/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria e na resolugdo CONAMA
358/2005, resolugbes que sdo voltadas para o descarte de Residuos de
Servicos de Saude. Um grande problema em relacdo a estas normas € que
elas ndo séo detalhistas o suficiente para a gestao de residuos de laboratério
em instituicbes de ensino e ndo leva em conta a diversidade de materiais que
podem ser gerados como residuos nestes locais. Porém, estas normas séo
utilizadas como referéncias e servem de bases para as legislacbes ambientais

gue sao vigentes no pais.

A Universidade de Brasilia é foco de um trabalho que faz o diagndstico
sobre a gestdo de seus residuos perigosos. Imbroise e colaboradores®
realizaram este diagnéstico no periodo de 2002 a 2005. No trabalho é
mostrado um histérico da gestdo de residuos com marcos legais ou nao, que
aconteceram na histéria do gerenciamento de residuos na UnB. Fatos que
mostraram desde um sistema de coleta e procedimentos de armazenagem
incorretos até uma remoc¢ao de maneira inadequada de residuos realizada pela
administracdo da UnB em conjunto com o governo do Distrito Federal. As
praticas descritas no trabalho sdo corriqueiras e acontecem de modo geral em
varias outras instituicbes de ensino e oOrgaos da administracdo publica. O
diagnostico deixa evidente a dificuldade para a implantacdo de um sistema de
gestdo de residuos, mas mostra também que um sistema bem estruturado
pode trazer beneficios como a recuperacdo de insumos e redugdo do
quantitativo para destinacdo final, situacbes que levam a uma economia
consideravel. Assim como Nolasco e colaboradores,*® Imbroise e
colaboradores também citam a questdo de pesquisa e formacdo de pessoal
como sendo vantagens que advém de um programa de gestdo de residuos

perigosos.



3.2 - O Brometo de Etidio (BE)

O Brometo de Etidio (BE) € uma substancia pertencente a uma classe
de derivados da fenantridina. Estes derivados foram sintetizados por Pictet and
Hubert e posteriormente sua sintese foi aperfeicoada por Morgam, Walls,
Browning, Gulbranson e Robb em 1938, os quais também demonstraram
suas caracteristicas antibioticas que permitiam sua aplicacao para o tratamento
de infestacdes por tripanossomos. Os derivados fenantranilicos foram muito
utilizados em tratamento de animais contaminados por este tipo de parasitas.*
A fenantridina € usada como esqueleto base para a sintese de varios
compostos, semelhantes mas com eficiéncias diferentes no tratamento de
infestacBes por tripanossomos. Woolfe?* demonstrou em seu trabalho que a
eficiéncia dos compostos sintetizados é alterada de acordo com 0s grupos que
ocupam a posicao do sal de ambnio quaternario. Na Figura 1 pode-se observar
as estruturas do esqueleto base da fenantridina(a) e do brometo de etidio(b).

Na tabela 1 sdo expostos outros dados relativoas ao BE

(@)

Figura 1 - Estruturas da Fenantridina (a) e do brometo de etidio (b).



Tabela 1 - Dados e informac@es relacionadas ao BE.*

Nome IUPAC Brometo de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio
Brometo de 2,7-diamino-10-etil-6-
fenilfenantridinio, Brometo de 2,7-diamino-10-etil-

SiNGNIMos 9-_feni|fen_antridin!o,, _Brometo de 3,8-diz_imino-_1-
etil-6-fenilfenantridinio, Brometo de 5-etil-6-fenil-
fenantridino-3,8-diamina, Brometo de etidio,
Brometo de homidio, Dromilac, EtBr.

Namero CAS 1239-45-8

Férmula Molecular C21H20BIrNs

Massa Molar 394,294 g/mol

Aparéncia fisica Solido vermelho arroxeado

Ponto de fuséo 260 - 262 °C

Solubilidade em agua ~40g L™

Posteriormente, foram descobertas propriedades antivirais, devido a sua
acao impedindo a sintese de acidos nucléicos em seres vivos. Os derivados da
fenantridina atuam inibindo a acdo da DNA polimerase e RNA polimerase
porque se ligam ao DNA que serve como fonte de informacbes para a
transcricdo.”®> Uma caracteristica importante observada por LePect e
colaboradores®® foi o aumento consideravel da fluorescéncia destas

substéancias, principalmente a do BE, quando estas se ligam ao DNA.

Angerer e Moudrianakis?’ realizaram experimentos para averiguar a
interacdo do BE com o DNA e observaram que had uma elevada variacao da
emissao fluorescente do BE quando este se intercala ao DNA. Os autores
sugeriram que o BE se intercala entre os pares de bases da molécula de DNA
causando um deslocamento do espectro de emissédo e aumento do rendimento

guantico.

Olmsted Il e Kearns?® atribuiram & variacdo do rendimento quantico do
BE intercalado ao DNA, ao efeito blindagem que acontece durante o processo.
Quando intercalado entre as bases ndo é possivel ao BE interagir com o
solvente do meio e assim a sua estabilizagdo por transferéncia de prétons
excitados é diminuida. Os pesquisadores chegaram a esta conclusdo por
experimentos variando solventes proéticos e aproticos e com o uso de RMN em

meio deuterado.




Xueguang e colaboradores® estudaram a interacdo do Brometo de
Etidio com vérias formas de DNA (em estruturas duplas, triplas e quadruplas) e
encontraram resultados que demonstram o0 observado por Angerer e
Moudrianakis,?’ principalmente para a situacéo de dupla hélice, em que o BE
se intercala as bases nucleotidicas na molécula de DNA. Além disso, os
autores identificaram outras formas de interagdo que podem alterar o
rendimento quantico do BE quando este ndo esta intercalado ao DNA, o que
dependeria da conformacédo da molécula e da exposicdo das bases para o

intercalamento.

Por conta dessa capacidade para intercalar no DNA e da fluorescéncia
resultante, o BE passou a ser um marcador ndo radioativo utilizado na
identificacéo e visualizacéo de acidos nucléicos em eletroforese em gel.*® Por
isso, se tornou uma das principais ferramentas para a elucidacédo de estruturas
secundarias e terciarias do DNA. Também devido a essa especificidade para
reagcbes com o DNA, o BE é considerado perigoso por apresentar uma

toxicidade moderada, mas fortes efeitos mutagénicos e teratogénicos.**>°

3.2.1 — Residuos de brometo de etidio e métodos de tratamento
para suas solucdes residuais.

Devido a capacidade de causar mutacbes genéticas e a sua relativa
toxicidade, este € um residuo que exige certo cuidado e ndo pode ser

simplesmente descartado de qualquer forma.

Na UnB, os laboratérios que trabalham com este marcador podem

proceder de duas maneiras com os residuos gerados:

1. Enviar para a Comissao de Gerenciamento, Tratamento e Destinagéo de
Residuos Perigosos da Universidade de Brasilia (GRP) para descarte de

maneira adequada.
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2. Tratar in loco para descarte no proprio laboratorio.

A segunda opc¢éo é, sem duvida, a melhor, pois além de diminuir a carga
de residuos para GRP leva a uma reducdo de custos e do tempo de
tratamento, pois muitas vezes as solucdes residuais apresentam baixas
concentracfes em volumes elevados. Geralmente devido a desinformacédo em
relacdo aos procedimentos de tratamento ou por inseguranga em relacao a sua
execucgao (falta de formas de verificar a concluséo da reagéo), ou mesmo por

comodidade os geradores usam a primeira op¢ao.

Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos relativos ao tratamento
de solucbes residuais contendo BE. De maneira geral, os principais
tratamentos envolvem a transferéncia de fase da substancia do meio liquido
para um suporte sélido ou a oxida¢do do composto por diferentes estratégias.
A sequir, sdo apresentados alguns destes trabalhos.

lwata e colaboradores*® reportam a imobilizacdo de DNA em filmes que
podem ser usados como filtros para BE e outros agentes intercalantes. Usando
0 mesmo conceito de filtros Yamada e colaboradores®’ usaram residuos de
DNA descartado para a produgdo de um filme que retém substancias
intercalantes. Yamada utilizou a radiacao ultravioleta para induzir o crescimento
dos filmes, o que acarretava no aumento da massa molecular que por sua vez
levava a insolubilidade do filme. A partir do filme insolavel é possivel se fabricar

os elementos filtrantes.

Ainda usando o DNA como reagente ativo para sequestro dos materiais
intercalantes Zao e colaboradores® partiram para imobilizacdo do DNA em
particulas porosas de Polietersulfona (PES). Assim, 0s pesquisadores
desenvolveram microesferas do material com alta porosidade conferindo uma
grande superficie de contato e uma grande absor¢cdo de BE. Para os testes,
foram utilizados dois compostos, o proprio BE e outro agente intercalante o
Alaranjado de Acridina (AA). Os autores reportaram uma reducdo de 56% (de
80 umol/L para 35 pmol/L) para o BE e reducédo de 66% ( de 80 umol/L para 27
umol/L) para o AA. Os autores ainda aplicaram a outros poluentes como

desreguladores enddcrinos. Para estes, o resultado foi mais satisfatério
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indicando que as microesferas funcionalizadas com DNA tem boa
aplicabilidade para remoc&o de substancias téxicas em meio aquoso.*

E importante observar que os trabalhos citados anteriormente, envolvem
um processo de transferéncia de fase do meio liquido para o meio sdlido.
Apesar de diminuirem a descarga de BE e outros agentes intercalantes para o
ambiente ainda precisam que os residuos gerados (os elementos filtrantes)
sejam encaminhados para outros tratamentos posteriores, como 0 processo de
incineracdo. Considerando esta limitacdo, outras formas de tratamento também
sdo encontrados na literatura, visando a destruicdo do BE em meio liquido ou

mesmo em meios solidos.*

Faisal e colaboradores* sugerem o uso da degradacdo fotocatalitica
usando os chamados processos oxidativos avancados. Os autores utilizaram
diéxido de titanio e radiacdo UV para a degradacdo do BE e do Amarelo de
Acridina (AA). Os resultados indicaram que o processo pode ser aplicado a
esses corantes, mas para solucdes a baixas concentracdes, com cerca de 25
pmol/L para o AA e uma faixa de 0,1 a 0,4 umol/L de BE. Os autores salientam
ainda a necessidade de condi¢cbes 6timas para que ocorra a degradacdo para

obtencéo do resultado desejado, total mineralizacdo das substancias.

Adan e colaboradores* apresentam trabalhos onde também aplicam os
processos oxidativos avancados usando dioxido de titanio e radiacdo para a
degradacdo do BE onde eles também salientam a questdo da diluicdo das
solugdes como limitante do processo de degradagcédo. Em outros dois trabalhos
do mesmo grupo, os autores propdem alteracdes na estrutura do didéxido de
titdnio através da dopagem do catalisador com ferro. Essa dopagem facilitaria o
processo de transferéncia de elétrons da banda de valéncia para a banda de
conducdo por proporcionar uma diminuicdo da energia entre ambas. Assim
essa mudanca permitiria 0 uso de radiagao solar no processo de degradacao.
Apesar desta alteracdo estrutural, os autores reportaram que a degradacao
alcancada nao foi tao eficiente, a degradacdo do BE se mostrou completa, mas
nao houve variacdo significativa na redugdo do carbono orgéanico total. Isto
indica que ndo houve uma mineralizacdo total do composto e que existem

residuos de estruturas degradadas do BE em solugéo.****
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Apesar dos estudos de degradacdo usando processos oxidativos
avancados descritos acima, estes métodos ainda ndo sdo aplicados pela
comunidade que utiliza este marcador. Os protocolos mais aplicados sao os
descritos por Lunn e Sansone,**® discutidos a seguir, os quais sdo aplicados
por centros de pesquisa como Embrapa®’ e universidades pelo mundo. No
geral os protocolos sugerem que as solugcdes a serem tratadas pelo método
proposto por Lunn e Sansone estejam em concentragcdes de no maximo 500
mg L' e podem ser descartadas quando estas atingirem um nivel de

concentracéo de aproximadamente 10 mg L™*.%%°

Lunn e Sansone*® em seu estudo de 1987 testaram diversas formas de
tratamento de residuos. Os procedimentos sdo apresentados de forma
resumida na Tabela 2. Dentre os métodos selecionados, quatro deles utilizam a
oxidacdo com permanganato de potassio, dois métodos utilizam hipoclorito de
sédio, um método utilizando liga de niquel-aluminio e um método utilizando
acido hipofosfoérico e nitrito de sédio, aplicados a solucbes de tampdo TBE, e
outros tampbes comumente utilizados em conjunto com o BE, com
concentracdes de 500 mg L™ (0,5 mg mL™?) . Os resultados encontrados por
Lunn e Sansone indicaram que somente o teste com &cido hipofosférico e
nitrito de sodio foram eficientes na degradacdo e ndo apresentaram misturas
residuais mutagénicas. Sendo assim, 0s autores recomendaram esse

tratamento para o descarte seguro de solucdes residuais contendo BE.
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Tabela 2 - Listagem dos métodos de degradagao avaliados por Lunn e Sansone para tratamento de
solucBes de BE. Concentracdes de solucdes de BE de 500 mg L™.

Método Procedimento

0,13g de permanganato de potassio, 3 mL de solucdo BE, agitacao
A por 20 horas, descolorir com ascorbato de sodio e neutralizar com

acido acético.

0,5g permanganato de potassio. 3 mL de solucéo de BE, 6 mL de
B agua, agitar por 20 horas, descolorir com ascorbato de sodio e

neutralizacdo com acido acético

3 mL de solucao de BE, 3 mL de acido sulfurico 6 mol/L, 0,259 de
C permanganato de potassio, agitacdo por 20 horas, descolorir com
ascorbato de sédio e neutralizar com bicarbonato de sodio.

3 mL de solucao de BE, 3 mL de acido sulfurico 5 mol/L, 0,5 g de
D permanganato de potassio, 20 horas de agitacéo e descolorir com

ascorbato de sodio e neutralizar com bicarbonato de sodio

3 mL de solugao de BE, 3 mL de hipoclorito de sédio comercial (=5%),
E 20 horas de reacdo, ascorbato de sédio para reduzir o excesso de

hipoclorito e neutralizacdo com acido acético

3 mL de solucao de BE, 6 mL de solu¢cdo comercial de hipoclorito de
F sédio (=5%), 20 horas de reagao, ascorbato de sddio para reduzir o

excesso de hipoclorito e neutralizagcdo com acido acético

3 mL de solugéo de BE, basificar com 3 mL de hidroxido de potassio
G (2 mol/L), 0,3 g de liga de niquel-aluminio, 20 horas de agitacao,

centrifugar a mistura e neutralizar o sobrenadante com acido acético.

3 mL de solucéo de BE, 600 pL de solugéo de acido hipofosférico
H (5%), 360 pL solucao de nitrito de sédio (0,5 mol/L), agitacédo por 20

horas e neutralizagcdo com bicarbonato de sodio.

Fonseca® em sua tese de doutorado fez uma investigacdo em relacédo
ao uso de diversos métodos tratamento de residuos gerados em laboratérios
biologicos. O BE se encontrava entre os tipos de residuos estudados. Foram

testados o método de proposto por Lunn e Sansone (acido hipofosforoso e
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nitrito de sédio), o método de Quilladert e Hofung® (permanganato de potassio
e acido cloridrico), solucdo de per6xido de hidrogénio 5 mol L™, o método do
hipoclorito de sddio 2% e o regente de Fenton (peréxido de hidrogénio e ions
ferro para geracéo de radicais hidroxilas). Fonseca utilizou fluorescéncia para
acompanhar as reacdes de degradacéo, determinou Carbono Organico Total
(COT) para acompanhar a mineralizacdo do composto e observar a presenca
de subprodutos da degradacdo e o teste de Ames para verificar a toxicidade
dos produtos de degradacdo. Os resultados obtidos demonstraram que em
todos os métodos empregados aconteceu a diminuicdo da fluorescéncia
durante o processo de degradacdo. O método de Lunn e Sansone obteve um
percentual de 87% de degradacéo para um tempo de 3 dias. J4 a reducéo do
COT foi maior para o Reagente de Fenton (84%) e variou de 32 a 58% para 0s
outros tratamentos. Os resultados de COT indicaram que existiam subprodutos
de reacdo no produto final da degradacdo. Os testes de Mutagenicidade de
Ames mostraram que o0s tratamentos que utilizam hipoclorito de sodio e
permanganato de potassio apresentam residuos finais de degradacdo com
capacidade mutagénica. O método que utiliza peroxido de hidrogénio nédo
apresentou bons resultados, as dosagens utilizadas ja causavam a morte dos
microorganismos por isto este residuo final apresentou uma toxicidade elevada
as cepas empregadas. Os métodos utilizando reagente de Fenton e o proposto
por Lunn e Sansone (acido hipofosférico e nitrito de sodio) foram os Unicos que
ndo apresentaram residuos finais mutagénicos, para Fonseca o0s dois
tratamentos sdo os indicados para aplicacdo devido a nao formacdo de

espécies mutagénicas ao final do processo de tratamento.

Considerando que o tratamento com acido hipofosférico e nitrito de sédio
€ 0 mais comumente utilizado em varios centros de pesquisa, € que 0 mesmo
apresenta uma notada eficiéncia na degradacéo de BE, este sera adotado no
presente trabalho por ser simples, barato e com reagentes de facil aquisicao.

O mecanismo de reagcdo mais aceito é o proposto pelo grupo de Lunn e

colaboradores, %

onde a reacao ocasiona a eliminacdo dos grupos amina do
composto com a clivagem do anel contendo o Nitrogénio, levando a

desativacdo da molécula deixando-a sem a sua capacidade de intercalar.
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Como visto nos trabalhos descritos anteriormente este perde sua caracteristica

mutagénica e sua toxicidade.

Reagentes: Q
‘-\

100 mL BE 500 mg L' SN
20 mLH;PO, 5% (viv) pH < 3 r 0

12 mL NaNO, 0,5 molL™"
> OO
t=20h

Figura 2 - Reacao de degradacdo do BE proposta por Lunn e Sansone.*®

Geralmente em laboratérios de pesquisa o procedimento de detec¢éo do
ponto final desta reacdo é realizado utilizando-se uma fonte de radiacéo
ultravioleta, onde € feita uma rapida verificacdo visual quanto a presenca da

fluorescéncia caracteristica do BE.**°>°°

3.3-0 fendbmeno da fluorescéncia

Por ser um composto fluorescente, e ter sua fluorescéncia maximizada
com a interacdo com a molécula de DNA, o BE é muito aplicado em sistemas
de eletroforese. Sendo a fluorescéncia um método de detec¢cdo muito sensivel
e com grande seletividade esta se torna uma forma de deteccdo muito

interessante para diversos compostos organicos entre eles o BE.>’

Uma molécula, ao absorver energia dos fotons de uma determinada
fonte de radiagcdo, apresenta a tendéncia de se livrar da carga de energia
adquirida. A fluorescéncia é apenas uma das inumeras formas que uma
molécula tem para liberar essa energia absorvida. O diagrama da Figura 3

mostra como uma molécula pode absorver e perder energia através do
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processo de fluorescéncia. Nesta ilustracao, observa-se um tipico diagrama de
niveis de energia de uma molécula, no qual os niveis energéticos eletrénicos
sao intercalados pelos niveis energéticos vibracionais. Ao receber energia do
féton de radiacdo, o elétron da molécula é promovido do estado fundamental
para um nivel superior (Seta A). Essa energia €, em parte, perdida em
processos que ndo emitem radiagdo, como a transferéncia de calor as
moléculas mais préximas, chegando ao menor nivel de energia do estado
excitado, processo expresso pela seta B. Por outro lado também é possivel
acontecer o processo de perda de energia na forma de emissédo de fétons de

luz. Este € um processo bastante veloz onde a molécula ao emitir o foton

retorna ao seu estado fundamental (Seta C).*®

i NIVEIS DE
PERDA DE :
ESTADO S\\Engmm " ENERGIA
EXCITADO \\ ' ALTOS
® ",
EMISSAO
EXCITAGAO
%‘ NIVEL DE
ESTADO it PO
FUNDAMENTAL BAIXO

Figura 3 - Diagrama de niveis de energia demonstrando o efeito de fluorescéncia, adaptado da ref.
57.

A fluorescéncia se apresenta como uma das técnicas analiticas de maior

sensibilidade e seletividade com aplicacdo nos mais diversos campos.’*® O

efeito de fluorescéncia é bastante utilizado em sistemas de imagem,
diagnosticos, identificacdo de moléculas e outros. O campo de conhecimento
que mais se beneficia deste efeito é a biologia que a aplica com maior
frequéncia em seus estudos. Considerando esses aspectos, existe um grande
namero de trabalhos que utilizam a fluorescéncia molecular como estratégia de

deteccdo.®%?
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3.4 - Instrumentos labmade a base de diodos emissores de luz
(LED)

LED é a sigla em inglés de Light Emitting Diode que em portugués é
traduzido como Diodo Emissor de Luz. Diodos sdo construidos a partir de
materiais semicondutores, geralmente silicio ou germéanio, onde durante a sua
producdo sdo inseridas impurezas que alteram as caracteristicas da rede
cristalina do semicondutor (processo de dopagem). Do processo de dopagem
surgem os semicondutores do tipo N ou P. Semicondutores do tipo P séo
gerados quando a dopagem acontece com elementos que possuem elétrons de
valéncia em namero menor que o elemento fundamental da composicdo da
rede cristalina. Este procedimento vai gerar um material com déficit de elétrons
na rede cristalina (chamado de lacuna). JA nos semicondutores o tipo N a
dopagem é realizada com elementos que apresentam elétrons de valéncia em
ndmero maior que o material base, gerando uma rede cristalina com elétrons
em excesso. A movimentacdo de cargas nos semicondutores do tipo P
acontece com a movimentacdo das lacunas na rede cristalina, ja nos
semicondutores do tipo N a corrente é facilitada pela movimentacdo dos

elétrons extras.®

Para a construcdo dos LED séo dispostos dois semicondutores um do
tipo N e outro do tipo P. A regido de contato entre os dois semicondutores é
chamada de juncdo P-N. Nos LED a ligacédo é feita com a polarizacéo direta, ou
seja, lado P ligado ao polo positivo da bateria e o lado N ligado no polo
negativo da bateria. Desta forma as lacunas e os elétrons livres se
movimentam em direcdo a juncdo P-N e os elétrons livres (mais velozes) da
area N ultrapassam a juncéo P-N para se recombinarem com as lacunas (mais
lentas) da area P. Dependendo da composi¢cdo dos semicondutores o efeito
pode ser a geracao de calor ou a emisséo de radiacdo luminosa, como no caso
dos LED.*

A ideia de se construir instrumentos analiticos que funcionam de

maneira similar aos comerciais de bancada nao é nova. A literatura mostra que
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os chamados instrumentos labmade podem funcionar de forma plenamente
satisfatoria para algumas aplicacdes, fornecendo informacfes de elevada
confiabilidade a um custo significativamente baixo. Geralmente, estes
instrumentos sdo desenvolvidos de forma dedicada, permitindo a determinacao
de um Unico analito ou de uma classe de analito, o que 0s tornam menos
versateis que os instrumentos convencionais. Entretanto, para aplicacdes de
rotina, em que um Unico analito € determinado iniUmeras vezes para 0 mesmo
tipo de amostra, pode-se afirmar que os instrumentos labmade representam

uma alternativa bastante elegante.®>

Sao exemplos classicos deste tipo de instrumentacdo os fotdmetros e
fluorimetros baseados em diodos emissores de luz (LED) e fotodiodos, nos
quais a fonte de radiacdo e o sistema monocromador ou filtros sdo substituidos
por um LED que é capaz de emitir radiacdo com boa monocromaticidade
(aproximadamente 20 nm) e com elevada intensidade de radiacao. A literatura
mostra que este tipo de instrumento pode ser aplicado com sucesso a
determinacdo de muitos analitos a um custo bastante inferior aos
fotbmetros/fluorimetros comerciais, o que 0s torna uma opcao atrativa para

muitas aplicacdes.®’

Em Quimica Analitica, os equipamentos labmade junto com o
desenvolvimento da microeletrénica vém levando a miniaturizacdo, que tem
sido aplicada com objetivo de melhoria da eficiéncia dos processos de analise,
no que se refere a economia de insumos, diminuicdo da quantidade de
amostra, reducdo no tempo de rotina analitica e reducdo na geracdo de
residuos, o que proporciona uma elevada reducdo nos custos e favorece o

atendimento da chamada quimica verde.%®

Peterson e colaboradores,”

em 1974, descreveram a construcao
labmade de um fluorimetro para medidas de reac¢des bioquimicas. O
instrumento era capaz de processar automaticamente as amostras (adicdo de
regentes e processamento de sinal) e distinguir variagcbes de sinal de
fluorescéncia de até 1%. Porém, devido aos avangos da época 0 equipamento
apresentava um elevado tamanho e usava partes de alto custo em sua

confecgdo, sendo uma montagem com pecas disponiveis na época.
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Gracas aos avancgos tecnologicos que levaram ao aperfeicoamento dos
diodos emissores de luz (LED), microcontroladores programaveis, fibras oticas,
entre outros, houve uma reducdo de custos na producdo de instrumentos,
levando a construcdo de diversos sistemas labmade em varios tipos de
aplicacfes, inclusive em analises diretas e aquisicdo de informacbes em
sistemas vivos.”""® Com estes avancos foi possivel também reduzir o tamanho
efetivo dos instrumentos, tornando-os portateis, o0 que € muito interessante
para diversas areas, como industrias quimicas, defesa contra o terrorismo,
protecdo ambiental, salde, etc. Nestes casos, caracteristicas importantes
como resisténcia a variaveis fisicas (umidade, temperatura, pressao) e/ou a
variaveis quimicas (vapores corrosivos ou vapores organicos) e 0 consumo
reduzido de energia devem ser levados em consideracdo nos projetos. As
fontes de alimentacdo devem ser estaveis e durdveis e este é um dos
principais obstaculos na construcao destes equipamentos. Apesar disto, com o
desenvolvimento da microeletrbnica (processadores, microcontroladores,
detectores e fontes de alta eficiéncia energética tem sido produzidos) essa
barreira tem sido cada vez menor. Outro fator importante € que o0s
equipamentos labmade, por apresentarem menor complexidade, exigem

menos treinamento dos operadores envolvidos.’

Cantrel e Ingle” propuseram um fotémetro portéatil. O instrumento utiliza
um LED como fonte de radiacéo, € alimentado por bateria e controlado por um
microcontrolador, o qual, através de uma rotina programada, controla a fonte, a
aquisicdo dos dados e seu armazenamento em uma memoria que pode ser
acessada por um computador para a posterior extracdo e tratamento da
informagédo. O objetivo do trabalho foi utilizar o instrumento em campo,
monitorando e coletando os dados em reacdes do tipo Red-Ox de corantes
como Tionina sensiveis a Cr (VI), O, ou Fe(ll) em sistemas ambientais. Os
autores estimaram o custo total do equipamento em US$ 25 e relatam que o
mesmo possui uma grande versatilidade, pois pode ser convertido em um
fluorimetro, ou em um equipamento de refletancia, ou mesmo realizar medidas

de espalhamento, funcionando como um turbidimetro.

Seguindo o0 mesmo exemplo de equipamentos de baixo custo, Nobrega

e colaboradores’ construiram um fotdmetro multi-LED microcontrolado. A
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aplicacdo do microcontrolador permite um amplo controle das funcionalidades
do instrumento, como controles de entrada e saida de dados e outros
periféricos diversos. Neste caso, o microcontrolador tinha a funcédo central de
controlar a variacdo dos LED (um de cada cor) através de um pequeno motor
de passo que variava as posi¢oes de um disco onde se encontravam fixados,
desta forma variando os LED que funcionavam como fontes. O
microcontrolador realizava a aquisicdo do sinal do detector e o envio do sinal
processado para um display de cristal liquido LCD. O instrumento proposto foi
testado na determinacao de ferro em xaropes farmacéuticos e em aplicacbes
bioquimicas clinicas. Os resultados demonstraram que o equipamento foi
bastante eficiente apresentando um desempenho analitico similar ao de

instrumentos comerciais.

Veras e colaboradores’’ desenvolveram um espectrofotbmetro com
materiais alternativos. A fonte de radiacdo usada foi um LED branco e como
elemento dispersivo foi utilizado um CD. Neste trabalho, o equipamento foi todo
controlado por um microcontrolador que comandava a movimentacdo de um
motor de passo, responsavel pela variagdo do angulo de incidéncia da radiacéo
no CD (que levava a alteracdo do comprimento de onda que atingia a cubeta),
realizava a aquisicdo dos dados do detector e 0s processava enviando para um
computador. O espectrofotbmetro proposto foi testado e comparado com outros
dois equipamentos comerciais para a determinacdo de corantes alimentares
(ex: tartrazina) e na determinacdo de ferro em solu¢des orais usando a
metodologia da 1-10-fenantrolina. Os resultados apresentados mostraram que
para o instrumento proposto o desempenho foi estatisticamente semelhante
aos equipamentos comerciais comparados. O instrumento proposto se mostrou
simples, barato e de grande versatilidade podendo ser utilizado tanto em rotina

como em laborat6rios de ensino.

Os exemplos anteriores demonstram o0 uso de materiais alternativos e de
baixo custo na constru¢cdo de equipamentos analiticos que apresentam
eficiéncias comparaveis aos sistemas comerciais que podem ser desenvolvidos
e aplicados em laboratérios. A seguir serdo apresentados e discutidos

trabalhos sobre o desenvolvimento de equipamentos que detectam a
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fluorescéncia, seja para acompanhar uma reacdo, para determinar um analito

ou mesmo auxiliar em um diagndstico.”®

3.5 - Instrumentos labmade para medidas de fluorescéncia

Um instrumento classico de fluorescéncia costuma apresentar a
configuracéo ilustrada na Figura 4, na qual pode-se observar: (a) fonte de
radiacdo, (b) sistema de selecdo de comprimento de onda de excitacdo, (c)
suporte para amostra, (d) sistema de selecdo de comprimento de onda de
emisséao, (e) o detector e por fim em (f) o sistema de processamento de dados.
Grande parte da energia radiante de um fluorimetro classico € perdida na parte
Optica e sdo necessarias condicdes de estabilidade e alinhamento muito

precisos, o que limita a portabilidade destes equipamentos.

I | o)y [— ©)

(a)

Figura 4 - Diagrama de blocos para um espectrofotdmetro de fluorescéncia classico.

Para a geracdo do efeito de fluorescéncia, varios tipos de fonte de
excitacdo podem ser utilizados. Lampadas de xendnio, lampadas de vapor de
Hg ou lasers sdo as mais empregadas. O comum entre estas fontes citadas é

gue todas sdo de alta poténcia. Quando se utilizam lampadas, essa poténcia é
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necesséaria, pois muita radiacdo € perdida no processo de selecdo de
comprimento de onda pela parte 6ptica do equipamento. Para os lasers,
embora apresentem alta poténcia e nado necessitem de seletores de
comprimento de onda, o problema esta no seu elevado custo e na limitacao de
comprimentos de onda de emissao do laser, o que restringe sua aplicabilidade
a um seleto grupo de fluoréforos.”” Como exemplo do uso de lasers para
fluorescéncia pode-se citar o trabalho de Mazzinghi,®® o qual construiu um
instrumento para aquisicdo da fluorescéncia emitida pela clorofila de folhas de
plantas. O objetivo do autor era averiguar o stress das plantas através da razéo
dos sinais de fluorescéncia em 685 e 730 nm. O fluorimetro proposto usava um
laser de diodo e foi chamado de LEAF (Laser Excited Automatic Fluorimeter).
Vérios testes foram realizados em laboratério com plantas alterando variaveis
ambientais para imprimir stress a planta. Os resultados indicaram que o LEAF
foi capaz de detectar as diferencas (queda) de fluorescéncia no sinal em
730nm, indicativo de que a planta estava em estado de stress. O objetivo final

do LEAF é sua aplicacdo em campo.

Considerando as varias possibilidades de fontes de excitagdo para
fluorescéncia, os diodos emissores de luz (LED) surgem como uma excelente
alternativa. Com a evolugéo da eletronica e de novos materiais, os LED estéo
se tornando mais potentes e com real capacidade para substituir as fontes
classicas de fluorescéncia. O fato de serem baratos, pequenos e consumirem
pouca energia tem atraido o seu uso no desenvolvimento de instrumentos de
fluorescéncia, os quais podem ser simples, para 0 monitoramento de um Unico
analito, ou com configuracdes mais complexas que utilizam outras modalidades
de aplicacdo da fluorescéncia para monitorar reacdes bioldgicas.’###? Além
disso, a aplicagdo de LED com varios comprimentos de onda na construcdo de
equipamentos, em conjunto com ferramentas quimiométricas pode levar a um
melhor aproveitamento destes sistemas em diversos campos do

conhecimento.®

Vale destacar também que em um fluorimetro com fonte de LED, toda a
parte Optica geralmente € adaptada. Os monocromadores de excitacao
geralmente sdo substituidos por filtros ou mesmo eliminados (uso de LED
monocromaticos) e a deteccdo da emissdo necessita de filtros para selecdo do
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comprimento. Dessa maneira tem-se maior robustez por existirem menos

pecas méveis, permitindo uma maior portabilidade.”

O uso de LED como fonte de radiacdo para equipamentos de
fluorescéncia pode ocorrer de diversas maneiras. Farmer e colaboradores®
construiram um fluorimetro com sistema de regulagem de temperatura. O
equipamento usa LED como fonte de radiacdo e este pode ser trocado de
acordo com o analito a ser excitado. O detector utilizado foi um fotodiodo
arranjado em um angulo de 90° para se evitar a radiacdo da fonte. A selecao
do comprimento de onda é feita por dois filtros de banda, um de 485 nm para
excitacdo e outro de 530 nm para emissao. O principal objetivo era usar o
equipamento para observar reacdes sensiveis a temperatura, reacdes para
deteccdo de DNA, reacdes de amplificacdo de éacidos nucléicos (PCR) ou
amplificacdo de acidos nucléicos sequencial (NASBA). O tamanho reduzido do
bloco de aquecimento favorece tanto ao aumento quanto a redugcédo da
temperatura de forma mais répida, melhorando a frequéncia analitica de

reacoes feitas com variacdo de temperatura.

Cucci e colaboradores® utilizaram como fonte de radiagdo um LED ( UV
A= 365 nm) e como detector um tubo fotomultiplicador comercial portatil (PMT-
FL Fialab instruments). A parte Optica consistia de um filtro de linha para
excitacdo em 365 nm e um filtro de banda de 450 + 80 nm para a emissdo. O
objetivo dos autores com este equipamento foi desenvolver um equipamento
para deteccdo de aflotoxina M1 (AFM1) em leite. O equipamento realiza a
aquisicdo do sinal de fluorescéncia, processando o sinal e enquadra o
resultado encontrado em uma das trés faixas de concentracédo de acordo com a
legislacao italiana. Em concentracdes de AFM1 menores de 25 ng.L™ o leite é
liberado. Para concentracdes entre 25 e 50 ng.L™? o instrumento emite um
alerta de atencdo pois o leite ndo pode ser liberado para o publico em geral
(principalmente criangas que dependem deste tipo de leite). Para a terceira
faixa, acima de 50 ng L™, o instrumento d& um alerta para rejeicdo do leite. A
ideia do instrumento é ser usado como um controle de qualidade inicial e assim
se evitar a mistura de leite inadequado ao leite considerado adequado. Os

resultados encontrados indicaram a necessidade de melhorias no sistema. Os
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resultados s6 foram satisfatorios com o uso de intensificadores de

fluorescéncia como o succinil-B-CD.

Outra aplicacdo na éarea de alimentos foi proposta por Chang e
colaboradores.® Os autores propuseram a construcéo de uma lingua eletrénica
para o controle de qualidade de chas. O instrumento proposto € de facil uso
para a determinagdo de dois componentes em chas, teanina e &cido tanico, os
quais sdo 0s responsaveis pelas caracteristicas de adstringéncia e sabor
umami (aveludado) caracteristico dos chas verdes. Para esta determinacao foi
necessaria a derivatizacdo com ftaldeido para a determinacdo da teanina por
fluorescéncia. JA o &cido tanico foi determinado pela supressdo da
quimiluminescéncia do luminol. A comparacdo do instrumento proposto com
um equipamento de bancada demonstrou que a lingua eletrénica proposta
apresentou um desempenho satisfatorio, sendo portatil, de baixo custo e rapida
para atestar a qualidade dos chas. Apesar disto, testes devem ainda ser

realizados para melhorar a eficiéncia e deixar o equipamento mais amigavel.

Pokrzywmicka e colaboradores®’ foram mais adiante e construiram um
sistema onde os LED servem como fonte de radiacdo e detectores. Os autores
se basearam na propriedade que os LED apresentam de serem sensiveis a
radiacdes eletromagnéticas com energias superiores as radiacdes que eles
emitem, devido ao efeito fotoelétrico interno. Neste trabalho um LED foi usado
como fonte e dois LED foram usados como detectores, um orientado em 90° e
outro na mesma linha do LED fonte. Deste modo, o arranjo permitiu a aquisicéo
de sinais de absorcao e de fluorescéncia molecular. Os autores utilizaram um
pHmetro de bancada para o registro dos sinais gerados pelos LED detectores.
Para avaliacdo do arranjo proposto, foram realizados testes com quinina,
visando a sua determinacdo em amostras de agua tonica, a partir dos sinais de
fluorescéncia e de absorbancia. Os resultados obtidos se mostraram
estatisticamente condizentes com aqueles obtidos pelo método padréao,
indicando um bom funcionamento da montagem. Uma vantagem desta
estratégia de deteccdo é a possibilidade de minimizar a influéncia de
interferentes no meio, tais como ions cloreto. Quando estes estao presentes, a
fluorescéncia é suprimida, mas a analise pode ser realizada com o arranjo para
absorcao, corrigindo este efeito. Este arranjo dos LED como detectores de
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fotons é também uma alternativa bastante econdmica uma vez que estes

componentes eletronicos s&o muito mais baratos que a maioria dos fotodiodos.

O mesmo grupo citado no trabalho anterior aplicou o arranjo de LED
para construcdo de um sistema de deteccdo em fluxo. Tymecky e
colaboradores® utilizaram dois LED de maneira integrada como fonte de
excitacdo e detector para fluorescéncia. Vale destacar que os LED,
funcionando como um detectores de fotdns, apresentam uma alta sensibilidade
a comprimentos de onda menores (mais energéticos) que os comprimentos
gue eles emitem. Com base nisso, os autores combinaram um LED de 470 nm
como fonte de excitagdo e outro LED de 670 nm como detector. Para os
estudos foram utilizados a fluoresceina (Aex= 490nm - Aem= 521nm) como
fluoréforo modelo e a calceina para a deteccédo fluorimétrica de calcio. Devido a
capacidade de resposta rapida do LED como detector, o par foi montado em
um sistema automatizado de Analises por Injecdo em Fluxo (FIA) de duas
formas. Em uma cela de FIA especial para fluorescéncia e de forma integrada,
com os LED fundidos em 45°, e um tubo de teflon (PTFE) passando pela parte
central da montagem. Os estudos com a fluoresceina demonstram que o
sistema integrado dos LED apresentou uma maior sensibilidade com respostas
maiores no fiagrama do que a configuracdo com a cela. Para a determinacdo
de calcio em &guas minerais foram obtidos resultados estatisticamente
semelhantes aos do método de referéncia (titulacdo complexométrica com
EDTA) e dos valores expressos nos rétulos. Os autores concluiram que a
integracdo dos LED levou a uma grande variagdo no sinal o que favorece a
obtencdo de menores limites deteccdo e possibilita a aplicacdo a amostras

reais com um custo bastante reduzido.

Tedetti e colaboradores®® construiram um fluorimetro submersivel para
determinacao de compostos fluorescentes resultantes da dissolugdo da matéria
organica em aguas naturais. A matéria organica é um importante indicador
ambiental, pois pode servir como ferramenta para indicar uma possivel
situacdo de impacto por poluentes. Sabe-se que a matéria organica dissolvida
rica em compostos como triptofanos e tirosinas € geralmente de origem natural,
enquanto substancias humicas e flllvicas sdo indicadores de matéria organica

degradada, oriunda de sedimentos dragados. Os hidrocarbonetos policiclicos
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aromaticos (HPA) também s&o indicadores do tipo de matéria organica
dissolvida. Com base nessas informagbes, 0s autores propuseram um
instrumento submersivel com dois LED ultravioleta (255 e 280 nm) como fonte
de excitacdo e um fotodiodo de silicio precedido por um sistema de selecédo de
comprimento de onda composto de dois filtros de banda (360 ou 340 nm) como
detector. Para avaliagdo do instrumento, foram escolhidos o fenantreno
(indicador de fontes petrogénicas) e uma mistura de compostos com estruturas
similares ao triptofano. Os resultados obtidos demonstram que para solucdes
sintéticas e em condi¢fes de laboratério o equipamento apresentou resultados
Otimos com curvas analiticas de boa linearidade e limites de deteccéo de 1,10
pug/L e 0,69 pg/L para fenantreno e triptofanos respectivamente. Para aguas
naturais de rio, 0 equipamento ndo se mostrou tao eficiente para o fenantreno
devido as baixas concentracBes nas amostras, mas para os triptofanos os
resultados foram ao encontro dos resultados obtidos em equipamentos
comerciais. Ja para amostras de aguas de portos, os resultados de fenantreno
foram coincidentes com os resultados dos equipamentos comerciais. Os bons
rendimentos do instrumento proposto sao salientados pelos autores, mas
melhorias devem ser feitas para melhorar a captagcéo da radiacao e diminuir a
interferéncia de outros fluoroforos. O instrumento se mostrou uma ferramenta
atil para o monitoramento em locais onde ocorrem descargas de esgotos ou
portos onde a concentracdo dos compostos alvo sdo maiores e dentro das
faixas de deteccédo do aparelho.

7

Na literatura, € comum observar trabalhos que tratam do uso da
deteccdo por fluorescéncia acoplada em sistemas microfluidicos,
especialmente aqueles baseados em eletroforese. Nestes casos, embora seja
possivel detectar a fluorescéncia do composto alvo, a principal barreira esta
relacionada ao foco da radiacéo proveniente do LED no capilar, de modo que
muitos autores tém proposto saidas diferentes para esta limitacdo. Xu e
colaboradores®™ sugerem a imerséo do sistema de excitacdo e emissdo em
glicerol para diminuir as diferencas de indices de refracdo que acontecem entre
0s componentes 6pticos. J& Yang e colaboradores® propdem o uso de lentes
focais tiradas de equipamentos de DVD para focar a radiagdo de excitagdo nos
capilares. Outra possibilidade é o uso de um angulo diferenciado para a coleta
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da radiacdo emitida, como forma de minimizar a influéncia da fonte na coleta
da radiacd0.”” Fica exposto que o uso de materiais alternativos exigem
solucdes para a melhoria da aquisicdo de sinal, uma vez que sistemas 0ticos

adaptados ou menos complexos sé@o geralmente utilizados.

3.6 — Medidas oOpticas baseadas em imagens digitais.

O uso de imagens digitais vem se popularizando em quimica analitica,
porém a analise de cores ja vem sendo aplicada em outros ramos como o da
garantia de qualidade, principalmente em areas como a alimenticia ou

forense.%*%

Atualmente vérios trabalhos sdo encontrados na literatura, com o
objetivo de se aplicar imagens digitais em quimica analitica. No geral a maioria
aplica o processo de reflectancia, onde uma imagem é adquirida por algum tipo
de sensor, seja de um equipamento dedicado, como uma camera fotogréfica,
seja de um equipamento alternativo, como uma web-cam ou cameras de
equipamentos celulares ou smartphones.”® Nestes equipamentos a radiacéo
emitida pela imagem €& captada pelo sensor da camera e convertida
digitalmente para um formato numérico, nesta forma digital a imagem pode ser
trabalhada. Para a conversdo, os sensores estdao dispostos de forma
bidimensional, sendo a menor unidade deste arranjo de sensores denominada
pixel. Desta forma, quanto maior o niumero e tamanho dos pixels melhor é a
traducdo da imagem para o formato digital, esta € a definicdo de resolucdo do

sistema de deteccdo.®

Geralmente a aplicacdo de imagens digitais esta associada a utilizacéo
das cores da imagem digitalizada e para isto € preciso utilizar um padrao de
cores. Brice Bayer, cientista dos laboratérios Kodak, propdés o chamado
sistema RGB, onde as cores de uma imagem sao oriundas da combinacéo das
cores vermelho (red — R), verde (green — G) e azul (blue — B). Os sensores
para aquisicdo de imagens sao arranjados de forma que para cada cor existe
um conjunto de sensores responséavel pela sua aquisicdo. Sendo assim, cada
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cor € armazenada em uma matriz de dados especifica. Este armazenamento é
feito em 8 bits totalizando 256 niveis de cores que quando combinados
permitem até 16 milhdes de cores. Numericamente, ao analisar um ponto da
imagem é feita uma decomposicdo e sdo obtidos os valores R, G e B
separadamente. Os valores de R,G e B variam de 0 a 255, vale ressaltar que
este padrédo se aplica a faixa visivel do espectro eletromagnético que varia de

aproximadamente 380 a 730 nm.%’

Para aquisicdo das imagens neste trabalho foi utilizada uma camera de
um smartphone por isto o enfoque desta secdo serdo trabalhos que utilizam

este tipo de deteccéo.

Ramanathan e colaboradores® trabalharam em um sistema de anélise
de aerossois de carbono da fuligem. Estes sdo responsaveis por causar
problemas ambientais e de salde na populacdo de grandes cidades. Estes
aerossois sdo gerados nos processos de queima de combustivel como dos
veiculos automotores. Um dos problemas dos métodos de andlise utilizados é
gue os filtros dos sistemas de amostragem devem ser levados ao laboratério,
digeridos e analisados com o uso de um equipamento de alto custo chamado
Aethalometer ou analises termo o6ticas que também demandam recursos. Por
causa disto um sistema de mais baixo custo e portétil permitiria um acesso
mais rapido a estas informacfes. Para isto, 0s autores construiram um sistema
de amostragem que realiza a filtragem do ar através de um filtro por um
periodo determinado. Ao acumular a fuligem o filtro adquire uma coloracdo que
tem relacdo com a quantidade de fuligem no ar. A partir de uma imagem destes
filtros € possivel se decompor as componentes R,G e B. Para a aplicacéo foi
utilizada a componente R por ser a que tem maior variagdo em relacdo a
quantidade de particulas aprisionadas no filtro. Um desafio enfrentado pelos
pesquisadores foi realizar a calibracdo do método, nesta fase foi preciso utilizar
as técnicas estabelecidas para se criar um conjunto de padrées onde se tinha
certeza da concentragcdo das particulas de fuligem e a coloracdo dos filtros.
Assim os pesquisadores criaram um modelo matematico a partir dos dados do
meétodo padréo e das imagens dos filtros. Assim ao se tirar a fotografia, com
celular, de um disco utilizado no amostrador, o modelo matemético realiza

automaticamente a decomposi¢cao da imagem, aplica o valor da componente R
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nas equacdes e determina a quantidade de material particulado no filtro.
Utilizando a andlise de imagem os pesquisadores conseguiram correlacionar 0s
valores dos equipamentos padrdoes com os valores da metodologia
desenvolvida, utilizando as imagens digitais e o0 sistema de amostragem
proposto, em analises de material particulado no ar das cidades de Los-
Angeles, San Diego e Khairatpa (india).

Choodum e Nic Daied® utilizaram uma camera fotogréfica e para
adquirir imagens digitais e demonstrou sua aplicacdo na deteccdo de drogas
opiaceas (morfina, codeina e diamorfina). A ideia foi aplicar a andlise das cores
oriundas das reacdes classicas de identificacdo destas drogas e desenvolver
uma metodologia semi-quantitativa de identificacdo e andlise destes opiaceos.
Foram utilizadas duas reacbes, o teste de Marquis onde as drogas alvo
respondem com uma coloracdo purpura avermelhada. Ja o teste do acido
nitrico produz uma maior variagdo de cores de acordo com o material avaliado.
Para morfina o teste apresenta uma coloracao inicial alaranjada e com o passar
do tempo vagarosamente passa para cor vermelha e apresenta coloracao final
amarela. Para codeina se observa inicialmente a cor laranja e uma mudanca
direta e lenta para amarelo. Por ultimo, a diamorfina apresenta a transicdo de
cor final verde. Os dois testes sao realizados para garantir melhores resultados
qualitativos para a identificacdo. Para aquisicdo das imagens as fotos foram
tiradas com as reacdes em tubos de ensaio e posicionadas em um fundo
branco. Todos os experimentos foram realizados em 6 replicatas para
averiguar se o tempo de reacao, a variacao da iluminacdo ambiente e a forma
curva do tubo de ensaio influenciam na aquisicdo dos dados. Os testes foram
realizados primeiramente para a reacdo de Marquis e estudados os perfis R,G
e B. Os resultados obtidos demonstraram que para morfina e codeina a
componente G apresentou melhor sensibilidade enquanto que para diamorfina
a componente B foi a mais sensivel. Ja para o teste do acido nitrico as trés
substancias apresentaram baixa sensibilidade para R e G e a componente B foi
a mais significativa. A partir dos dados os autores planejaram as curvas
analiticas e observaram que quando as informacfes sdo convertidas em
absorbancia, para as trés substancias em estudo as intensidades totais e a

faixa linear apresentavam uma melhora significativa. Os autores testaram as
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equacdes geradas pelo método frente a uma amostra real de heroina, os
resultados obtidos foram comparados com uma metodologia padrdo usando
CG-EM. Usando os dados do teste de Marquis e do acido nitrico foi possivel
identificar a amostra como sendo diamorfina e usando a componente R do
teste de Marquis foi possivel obter uma melhor acuracia em comparagédo com o
método padrdo. Os autores concluem que o0 uso de imagens tem um grande
potencial para o0 desenvolvimento de métodos rapidos, portateis e
economicamente viaveis de testes semi-quantitativos de analise destas

substancias.

Balsom e colaboradores*®

utilizaram uma web-cam para a detec¢do da
fluorescéncia. Web-cams comerciais se tornaram bastante atrativas por
utilizarem sensores de fotons que ficaram mais baratos com o avanco da
tecnologia. Normalmente estes sensores sao baseados em CMOS
(semicondutor metal-6xido complementar), os quais ndo apresentam uma
resposta muito eficiente do ponto de vista analitico. No entanto, essa
dificuldade pode ser contornada ao se utilizar ferramentas digitais, tais como o
acumulo de imagens com o objetivo de aumentar a sensibilidade do sistema de
deteccdo. O instrumento proposto foi construido com 5 partes: o detector que
consistia da web-cam CMOS, uma base para realizacdo de experimentos, a
fonte de excitacdo composta de um LED multicolor e filtros de interferéncia
para excitacdo, um microcomputador e o software para andlise de imagens. Os
resultados iniciais encontrados para o fluoroforo fluoresceina mostraram que,
para uma imagem simples, o sistema de deteccédo apresentava um limite de
deteccdo de aproximadamentel000 umol/L. JA com a utilizacdo do método de
estocagem de imagens e com o0 processamento de imagem, este limite de
deteccao cai para aproximadamente 30 pmol/L. Essa reducao €é suficiente para
que o instrumento proposto seja comparavel aos equipamentos que utilizam
cameras CCD de alto rendimento. Este exemplo demonstra que o uso de
ferramentas computacionais e de materiais alternativos permite obter
instrumentos de elevada eficiéncia com custos muito reduzidos. Neste trabalho,

0s autores estimaram o custo do equipamento em aproximadamente US$100.
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Rajendra e colaboradores'® desenvolveram um sistema de
imunoensaios onde é possivel identificar bactérias patogénicas que se
desenvolvem em alimentos. Para isto os autores funcionalizaram silica
dopando-a com anticorpos que respondem por um sinal fluorescente a
bactérias como Salmonela spp, Escherichia coli e outras. A silica
funcionalizada foi suportada sobre uma tira de nitrocelulose e utilizada de forma
semelhante a um imunoensaio de fluxo lateral (LFIA), semelhante aos métodos
utilizados em testes de gravidez, drogas de abuso e em monitoramento
ambiental. Para detectar a fluorescéncia emitida pelo imunoensaio foi
construido um fluorimetro constituido de um LED branco como fonte de
excitacdo, um filtro de fluorescéncia em formato cubico, uma lente plano
convexa com distancia focal de 50 mm e uma pequena bandeja para alocacao
da fita de nitrocelulose. Para selecdo do comprimento de onda de excitacéo foi
utilizado um filtro de banda (460-490 nm) e para a emissao um filtro barreira de
520 nm. Todos estes componentes foram abrigados em uma caixa plastica pra
blindagem da radiacdo externa. Como detector foi utilizado um celular da
marca Sony com uma camara de 5 mega pixels com software Androide. Para a
realizacdo dos ensaios as fitas funcionalizadas tiveram uma de suas
extremidades mergulhada em solu¢cées com varias concentracdes de bactérias
variando de 107-10* Cfu mL™. Para cada tira foi aguardado um tempo de 10
minutos para garantir a difusdo da solucéo ao longo das fitas. Passado o prazo
de espera as fitas foram inseridas, uma a uma, na bandeja do fluorimetro para
a aquisicdo da imagem da fita. A aquisicdo e a edicdo das imagens foi
realizada com o software Photo Edit Ultimate e as imagens processada pelo
aplicativo 1J_Mobile. Assim foi possivel obter um perfil de intensidade de
fluorescéncia por pixel. Como resultados os autores conseguiram demonstrar
que a silica funcionalizada funciona tdo bem quantos os métodos padrdes,
utilizados como controle, e sua resposta foi suficiente para detectar
concentracdes da ordem de 10° Cfu mL™. Esta concentracdo ja é suficiente
para causar efeitos adversos em seres humanos para as bactérias estudadas.
O método e o instrumento desenvolvidos tem a vantagem de ndo necessitar de
pré-concentracdo das amostras e o0 processo de producdo da silica
funcionalizada leva a uma melhoria do sinal de fluorescéncia, permitindo o uso

de LED de baixa poténcia. A metodologia desenvolvida foi eficiente para a
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deteccdo de bactérias patogénicas de forma rapida e a um baixo custo e pode
ser facilmente adaptado para ser aplicado em monitoramento e diagndsticos de

exames clinicos, de alimentos e ambientais.

3.7 — Sistemas de analise em fluxo.

O conceito de andlise por injecdo em fluxo, cuja sigla em inglés € FIA, foi
proposto por Joroamir Ruzicka em 1975. Nesta, ocorre a inser¢cdo da amostra
em fluido carreador, responsavel por carregar a amostra ao sistema de
deteccdo, e durante o percurso se processam as reagfes necessaria para a
deteccdo do analito. Para a realizacdo dos movimentos dos fluidos nos
sistemas de fluxo sdo utilizados diversos artificios, bombas peristélticas,
bombas solenoides, bombas de seringa e outras. Para garantir a mistura dos
reagentes e os caminhos de fluxo séo utilizadas confluéncias, valvulas
solenoides, sistemas injetores, valvulas de caminho, tubos de plastico e outras
abordagens. Estes aparatos sdo combinados de inUmeras formas pra a criacao
das linhas de fluxo que sdo montadas de forma a garantir a melhor eficiéncia
de analise e por isso costumam ter configuracdes caracteristicas para cada tipo

de analise (tipo de analito e reagentes envolvidos).'%?

Porém, o mais importante em uma analise em fluxo é o efeito de
dispersdo da amostra quando esta é injetada em um fluxo continuo, este efeito
€ 0 que governa os processos de analise em fluxo e é fundamental para a
aplicacdo da FIA em um processo de andlise segundo Ruzicka e Hansen.'® A
disperséo é influenciada por fatores como a quantidade de amostra injetada, o
comprimento das tubulagbes para criagdo dos caminhos de fluxo ou mesmo a
velocidade do fluxo que serd empregada. Segundo os autores, quando se
injeta uma solugéo corante em um carreador incolor, usando como detector um
espectrofotdmetro, os parametros de altura do pico, largura do pico e forma do

pico € dependente de trés fatores que se correlacionam. A quantidade de
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amostra injetada nestas condi¢des (fluxo constante e sem reacdo) demonstra
que existe um maximo de quantidade de amostra que pode ser injetada, além
do qual acontece um desperdicio de tempo, amostra e reagentes. Uma linha de
fluxo muito grande favorece a uma maior dispersdo ocasionando um
alargamento do pico e uma diminuicdo da altura deste. Porém, apesar de
inconveniente para a altura do pico na situagcdo anterior, o processo de
dispersdo € fundamental em sistemas reativos, pois esta é responsavel pela
mistura dos reagentes que vao gerar as espeécies detectaveis pelo detector.
Desta forma a manipulacdo da velocidade de fluxo, da quantidade de amostra
injetada e do tamanho da linha de fluxo s&o muito importantes no processo de

otimizacao de uma analise por FIA.

Uma grande vantagem da FIA é a sua capacidade de mostrar uma alta
taxa de reprodutibilidade, permitindo a sua aplicacdo em sistemas de analise
fora da zona de equilibrio e sua utilizacdo na determinacédo de analitos sem a
necessidade se esperar uma reacdo completa. Isto aliado a processos de
automacao pode levar a um aumento da frequéncia analitica para uma grande
variedade de métodos. Novamente, para que sejam obtidos os melhores
resultados deve-se fazer uma boa otimizacdo dos parametros de fluxo e
guantidade de amostra injetada, fundamental para uma aplicagdo bem

sucedida em quimica analitica.****%*

Como dito anteriormente, sistemas de analise em fluxo sdo bastante
aplicados no ramo da automacao e mecanizacdo de analises quimicas. Com a
aplicacado da FIA é possivel se programar a automatizacdo de varias etapas
envolvidas em uma analise quimica, tais como processos de amostragem, pré-
concentracdo de amostras, diluicdes, processos de separacdo, titulacoes,
adicbes de reagentes e outras aplicacdes. Além das aplicacbes em quimica
analitica, a FIA vem sendo aplicada em outros ramos como determinagdo de
constantes fisico-quimicas (coeficientes de difusdo, viscosidades e etc...),
acompanhamento de reagcfes quimicas como reacOes de complexacéo,
sinteses organicas, determinagdo de parametros cinéticos ou determinacao de

estequiometrias de reacées.’®®

34



A FIA se encaixou perfeitamente nos requisitos da quimica verde, sendo
uma das bases da chamada Green Analytical Chemistry (GAC). Armenta e

colaboradores!®1%’

salientam que os avancos dos métodos automatizados
baseados em fluxo sdo muito importantes por conta da sua capacidade de
reduzir a quantidade de amostras e reagentes envolvidos nos processos de
analise, gerando também uma menor quantidade de residuos e podendo até se
incorporar aos sistemas desde o pré-tratamento das amostras, passando pela
deteccdo até o gerenciamento dos residuos gerados no fluxo. Melchert e

colaboradores,®

em seu artigo de revisdo, tracam um paralelo entre a
evolucao ocorrida nos métodos que utilizam fluxo de reagentes e a substituicdo
de reagentes perigosos e a minimizacdo dos residuos gerados. Segundo o0s
autores, a FIA classica introduzida por Ruzicka, a analise por injecéo
sequencial (SIA), a multicomutacdo, os microssistemas de analise total (UTAS)
e as estratégias Lab On Valve sdo taticas que vém paulatinamente reduzindo
as quantidades de reagentes utilizados e por consequéncia de residuos
gerados. A engenhosidade em se aplicar a automacdao, aliada as alternativas
de sistemas em fluxo citadas anteriormente, permitem a substituicdo de
reagentes considerados téxicos, levando a reducdo da geracao de residuos.
Todo este processo de reducao de consumo e reducéo de geracado de residuos
leva a reducdo de custos tanto no inicio, pois se consome menos reagente,

quanto no fim do processo, pois menos € gasto nos tratamentos dos residuos.
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4 - Materiais e métodos

4.1 - Reagentes e solucdes

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas com agua purificada por

osmose reversa e reagentes de grau analitico.

- Testes iniciais com rodamina B:

Para uma avaliacdo inicial do instrumento proposto utilizou-se como
substancia fluorescente a rodamina B. Uma solucéo estoque contendo 500 mg
L™ do fluoréforo foi preparada pela dissolucdo do composto sélido (Merck) em
agua. Diluicdes das solucdes estoque para 0,01 a 0,20 mg L™ foram realizadas
em tamp&o amonia para pH 10 (0,1 mol L™).

- Testes iniciais com BE:

Foi preparada uma solucéo estoque de 100 mg L™ de BE, a partir da
dissolugcéo da massa apropriada de brometo de etidio (Sigma-Aldrich) em agua
purificada. Desta solucdo foram realizadas diluicbes para o preparo de

solucdes dos experimentos.

A solucdo estoque de DNA 2 mg mL™ foi preparada pela dissolucéo de
200 mg de DNA (calf thymus) (Sigma-Aldrich) em 10 mL de solugédo tampéo
TBS. Previamente a leitura, esta solucéo foi diluida a 1/100 (v/v) com a solucéo
tampéao TBS.

Solugdo tampdo TBS foi realiza a partir da dissolugdo de
Tris(hidroximetillaminometano (TRIS) para uma concentracéo de 50 mmol L™ e

cloreto de sédio para uma concentracdo de 150 mmol L™ em agua.

Avaliagdes iniciais com BE (espectros figura 24), espectros obtidos com
espectro fluorimetro comercial, foram realizadas utilizando-se solu¢ées de 5,0
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mg L™ de BE feitas em tampdo TBS sem DNA e posteriores do instrumento
foram realizadas com solucfes de brometo de etidio de forma isolada ou na
presenca de DNA. Para isto foi realizada em uma cubeta a mistura de 2,5 mL
de tamp&o TBS, 0,5 mL de solucdo DNA 2,0 mg mL™

O teste de variacdo da fluorescéncia do BE (grafico figura 25) no
instrumento proposto foi realizado com trés solugdes, a primeira foi o branco
onde 2,5 mL do tamp&o TBS, 0,5 mL de solugéo de DNA 2,0 mg mL™ e 20 pL
de &gua.0,5 mL de &gua e 20 pL de solucdo 100 mg L™ de BE. A segunda
solucéo foi preparada com 2,5 mL do tampé&o TBS, 0,5 mL de agua e 20 pL de
solucdo 100 mg L™ de BE. A terceira solucdo foi preparada com a mistura de
2,5 mL do tampdo TBS, 0,5 mL de solucdo de DNA 2,0 mg mL™ e 20 pL de
solugdo 100 mg L™ de BE. As misturas foram realizadas diretamente em

cubeta que foi devidamente homogeneizada.

Para experimentos realizados em batelada no instrumento proposto
aliquotas da solucéo estoque de 100 mg L™ foram diluidas na prépria cubeta
com 2,0 mL de solucdo tampéao TBS e 0,5 ml de solucdo de DNA, formando
solugbes com concentracdes na faixa de 0 a 4,15 mg L™ de BE. E importante
relatar que foram realizadas adicGes sucessivas de 20,00 pL da solucao
estoque de BE a cubeta para compor os padrbes. Isto foi realizado para

minimizar o volume de residuos gerados durante os experimentos.

- Avalicdo do sistema de deteccdo no monitoramento da

degradacéo de BE:

Nesta secéao foi realizado o processo de degradacdo de uma solucéo de
40 mg L™ de BE. 25 mL desta solucédo foram pipetados para um béquer. Neste
béque foi adicionado 188 pL de acido hipofosforoso concentrado, para
obtencdo de uma solucdo com pH menor que 3. A esta mistura foram
adicionados aliquotas de 20 pL de uma solucéo diluida (3,0x10% mol L™) de
nitrito de sodio. ApoOs cada adi¢cdo foram aguardados 30 min de reacdo para

realizacdo das leituras.
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Apos a leitura o sinal era computado e calculado utilizando uma curva
analitica preparada em agua acidificada com 188 pL de acido hipofosforoso
concentrado para obtencdo das concentracbes de 1,0 a 40,0 mg L™ em BE

(grafico da figura 29).

Para realizacdo das leituras das aliquotas da solucéo de degradacéo foi
realizada, diretamente na cubeta, a amostragem de 20 pL da solugédo sendo
degradada e foram adicionados, 1,5 mL de tampé&o TBE e 0,5 mL de solucdo
DNA 2,0 mg mL™.

A solugédo tampéo TBE pH 8,4 foi preparada dissolvendo os sais das

substancias para as concentracdes finais de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 - concentragdes finais dos sais envolvidos na producdo do tampéo TBE pH 8,4.

Concentragao final
Reagente 1
(mol L™)
Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) 0,089
Acido Bérico 0,089
Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,002
Cloreto de Sdédio 0,1

A solucdo estoque de DNA 2 mg mL™ foi preparada pela dissolucdo de
200 mg de DNA (calf thymus) (Sigma-Aldrich) em 10 mL de solucédo tampéao
TBE. Previamente a leitura, esta solucao foi diluida a 1/100 (v/v) com a solu¢éo

tampéo TBE.

SolucBes estoque contendo 100 mg L™ ou 500 mg L™ de brometo de
etidio foram preparadas pela dissolucdo da massa apropriada de brometo de

etidio (Sigma-Aldrich) em agua.

- Testes iniciais com rodamina B em sistema de analise por injecéo

em fluxo:

Os estudos iniciais foram realizados com uma solucéo de rodamina B de

concentracéo 2,0 mg L™ preparada em agua.
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Como solugéo carreadora foi utilizada a solugdo tamp&o TBE sem DNA.

Para o fiagrama da curva analitica (Figura 31) foram preparadas 5
solugdes de rodamina B em agua com as concentragfes de 0,5, 1,0, 2,0, 5,0,
10,0 mg L™

O teste realizado para verificar a influéncia dos reagentes no sistema de
fluxo foi realizado com duas solucdes. A primeira consistia de uma solucéo 2,0
mg L-1 em rodamina B. a segunda solucdo era composta de uma mistura de
rodamina B para uma concentracéo 2,0 mg L™ onde foram adicionados o acido
hipofosféroso para uma concentracdo de 0,75% (v/v) e nitrito de sédio para

uma concentracdo 0,045 mol L™,

- Testes iniciais com BE em sistema de analise por injecdo em

fluxo:

Para os testes usando FIA com o BE, foi preparada uma solugcao
estoque de 500 mg L™ de BE, a partir da dissolucdo da massa apropriada de
brometo de etidio (Sigma-Aldrich) em agua purificada. Desta solugdo foram

realizadas diluicbes posteriores para o preparo de solucdes.

A partir da solucdo estoque foram produzidas 5 solugbes de
concentracdes 10,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 200,0 mg L™ para a realizacdo de um
fiagrama utilizando a solugéo tampao TBE sem a adi¢cdo de DNA.

Para o teste usando FIA com BE e DNA, primeiramente foi feita uma
solucdo TBE com DNA na concentracéo de 2,0 mg mL™ e a partir da solugéo
estoque de BE foram produzidas cinco solu¢des padréo de 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e
10,0 mg L™

- Abordagem stopped-flow:

Para estes teste foram utilizadas solu¢des de BE preparada a partir da
solucdo estoque de 500 mg L™. A solucdo de carreamento utilizada foi a
tampao TBE com DNA 2,0 mg mL™.
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Para o teste o tempo de reacdo de intercalamento foi utilizada uma
solucdo padrdo de BE com 10,0 mg L™ preparada em tampdo TBE puro.
Posteriormente foi utilizada uma segunda solucao padrdo de BE com 50,0 mg
L™ também preparada em tamp&o TBE puro para testar se o tempo de reacao

varia com o aumento da concentragéo de BE.

Para a curva analitica foram preparadas solugbes padrdo com
concentracdes de 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 mg L™ preparadas em tampéao TBE
puro. Para este caso o branco utilizado foi uma solucédo de tampéao TBE puro, a

mesma utilizada na producao dos padrdes.

- Testes para o sistema de deciséo:

Para calibracéo do sistema foram definidos dois pontos de calibragéo 5,0
mg L-1 e 10,0 mg L-1 preparadas em tampao TBE puro. O branco utilizado foi

a propria solucédo tampéao TBE pura.

As amostras de testes foram todas produzidas em da mesma forma que
os padrbes de calibracdo e trés niveis diferentes. Sendo um para resposta de
degradacdo concluida com valor de 2,0 mg L™ e mais duas que deveriam
sinalizar degradacéo n&o concluida com concentracdes de 7,0 e 10,0 mg L™.
No teste foram também incorporadas as solucdes utilizadas como padrdes de
calibracdo para verificar suas respostas, no caso da de 5,0 mg L™ foi também
utilizada para testar a resposta do instrumento no limiar de decisdo do

instrumento.

- Testes com o sistema de deteccéo alternativo:

Para os testes iniciais com o sistema de detecc¢ao alternativo, utilizando
imagens digitais adquiridas com um smartphone, foram utilizada solugbes
padrdo de BE preparadas a partir da solugédo estoque de 500,0 mg L™ em
tampéo TBE puro com concentracgdes 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg L. As
curva analiticas na faixa linear de 1,0 a 5,0 mg L™ realizadas posteriormente
nas 3 abordagens foram realizadas com soluc¢des padrao de BE preparadas da

mesma maneira que as solugdes iniciais.
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- Determinacdo de BE em amostras residuais:

Para as determinacdes foi selecionada uma amostra residual de BE que
foi primeiramente filtrada em papel de filtro qualitativo. O filtrado foi transferido
para balBes de 25,00 mL e foram dopados com volumes especificos da solugcéo
estoque de BE para atingirem os niveis de concentracdo 0,0; 2,0; 5,0; 10,0 e
20,0 mg L. Para finalizagdo as amostras foram avolumadas para 25,00 mL

com o proéprio residuo filtrado.

Por conta da faixa linear de determinacdo usando a abordagem de
imagens digital, as solu¢gbes foram diluidas. Em baldes de 25,00 mL foram
adicionados 10 mL de solucdo tamp&do TBE com DNA 2,0 mg L*, mesma
aplicada nos experimentos com abordagem stopped-flow. Ao final os volumes
foram completados com agua purificada. As quantidades utilizadas de cada

solucéo estéo expostas na tabela 4.

Tabela 4 - Diluicdo das amostras de residuos dopadas utilizadas para avalicdo das abordagens de
determinacgéo de BE testadas.

o Volume pipetado da Concentracgdao final em
Concentragdao inicial
1 amostra 25 mL
(mgL™) L
(mL) (mgL™)
0,0 12,500 0,0
2,0 12,500 1,0
50 12,500 2,5
10,0 6,250 2,5
20,0 3,125 2,5

Os padrdes para as curvas analiticas foram produzidas da mesma forma

gue as amostras em baldes de 25,00 mL onde foram adicionados 10,0 mL da
mesma solucdo tampao TBE com DNA utilizada para as amostras e diluicdo da
solucéo estoque de BE com volumes apropriados para a obtencéo de solucdes
padrdo com as seguintes concentracées 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 40e 50mg L™ O

volume final foi completado com agua purificada.
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4.2 — Construcao do equipamento

O equipamento proposto é constituido de um fluorimetro para aquisicao
das leituras analiticas, acoplado a um sistema de fluxo para automacdo dos
procedimentos. Para facilitar o entendimento, serd realizada primeiramente
uma descricdo geral do sistema em fluxo utilizado, seguida de uma descricdo

mais detalhada dos circuitos e dos softwares desenvolvidos.

4.2.1 - Visao geral do sistema em fluxo

Conforme mostrado na descricdo esqueméatica mostrada na Figura 5 e
na fotografia apresentada na Figura 6, 0 sistema proposto para monitoramento
de degradacédo de BE é constituido por um frasco reator, onde sdo alocados a
solucéo residual contendo BE juntamente com os reagentes para o tratamento,
um reservatério para uma solucdo tamponada de DNA, uma bomba peristaltica
para transporte da solu¢cdo de DNA, uma mini-bomba solenoide para transporte
da solucao residual, um “T” em acrilico para confluéncia das solu¢des e o
mddulo de controle do instrumento, o qual comporta um sistema de deteccdo

fluorimétrico e os circuitos eletronicos.

De forma geral, a solugdo que esta sendo tratada é confluida com a
solucéo de DNA e a mistura resultante € transportada para uma célula de fluxo

fluorimétrica onde é realizada a aquisi¢cdo do sinal analitico.

Na tabela 5 s&o apresentadas as especificagbes dos componentes
utilizados para a construgcdo do sistema de fluxo, bomba solenoide, bomba

peristaltica e a cubeta de fluxo.

Nas préoximas secoes serdo apresentadas as estratégias utilizadas para

o desenvolvimento de todo o sistema, incluindo a construcéo do fluorimetro, o
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desenvolvimento dos circuitos para automacgédo e os softwares para controle

das operacoes.

14
6 L

Figura 5 — Descricéo final do sistema de fluxo, reator (1), barra magnética para agitagao (2), bomba
peristaltica (3), vaso para carreador (4), Bomba solenoide (5), confluéncia de acrilico (6), tubulacéo
de entrada para cubeta de fluxo no compartimento de deteccdo do instrumento (7), tampa para o
compartimento de deteccdo do instrumento (8), chave liga/desliga do instrumento (9), chave
seletora de funcionamento calibracdo/leitura do instrumento (10), botéo iniciar (11), visor LCD (12),
tubulagéo de saida da cubeta de fluxo (13) e agitador magnético para o reator (14).

Confluéncia

de acrilico
Bomba
solenoide
Tubo
Sistema de para o
deteccdo reator
(fluorimetro
proposto)
Bomba

Peristaltica

Vaso para solugdo
tampao com DNA

efluente do sistema
de detecgao

Figura 6 - Fotografia do sistema de deteccdo acoplado ao sistema de fluxo utilizado para a
deteccdo de BE em amostras de residuos laboratoriais.
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Tabela 5 - Especificacfes dos materiais utilizados para a construcdo do sistema de fluxo.

Item Marca Especificacao
Modelo SP12-8
. . Tensao: 12V
Bomba solenoide Biochem Valve Inc.

Volume de bombeamento: 8 puL

Fluxo maximo: 2 mL min™

Motor de passo

Tenséo: 12-18 V

Bomba peristéltica Qualiterm Velocidade: 60 niveis
Vazdo méaxima: 0,9 mL s™

Dimensodes: 95x58x53 cm

Material quartzo
Célula de fluxo Precision Cells Modelo 59 FL 10
Volume da camara interna: 440 pL

4.2.2 - Construcéo do fluorimetro.

O fluorimetro proposto baseou-se na utilizagcdo de um diodo emissor de
luz (LED) como fonte de radiacdo, dois filtros Opticos para selecdo do
comprimento de onda de emissdo e de dois fotodiodos cujos sinais eram
somados para aumentar a sensibilidade do instrumento na realizacdo da
deteccdo. Estes componentes foram dispostos conforme apresentado na
Figura 6 de modo que o feixe de luz produzido pelo LED atingisse o suporte

para solucdo da amostra (cubeta) a um angulo 90° em relacao aos fotodiodos.

O LED utilizado foi adquirido junto ao fornecedor TMG eletronicos'®®
com poténcia de 3 W e maximo de emissdo em 535 nm. E importante relatar
que o fornecedor ndo disponibiliza maiores especificacbes sobre este
componente, mas que informagdes gerais sobre 0 mesmo podem ser obtidas a
partir de um datasheet genérico para LED de 3W."° Como detectores foram

utilizados dois fotodiodos de silicio da série S1223 marca hamamatsu.** Os
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fotodiodos escolhidos apresentam uma janela espectral de resposta na faixa de
400 a 1000 nm. Esta faixa espectral abrange o comprimento de onda de
emissado da molécula do brometo de etidio (aproximadamente 603 nm quando
intercalado ao DNA). Para a minimizacdo da radiacdo espuria oriunda do LED
gue se espalha na cubeta e atinge o detector sem interagir com a amostra,
foram utilizados dois filtros de corte alternativos. Para isto, a embalagem de cor
laranja e transparente utilizada para pastilhas sabor laranja da marca “Tic-Tac”
foi devidamente recortada no formato de pequenos circulos com cerca de 0,5
cm de didmetro e fixados com o auxilio de fita adesiva na parte frontal de cada
fotodiodo. Fotografias dos componentes utilizados sdo mostrados na Figura 7.

CF

|
B
S

\J

Figura 7 - Disposicéo geral da célula de medida. Célula de Fluxo (CF), fotodiodo (PD) e filtros (F) e
a direita foto da célula de fluxo utilizada.

Figura 8 — Componentes usados para constru¢do do fluorimetro. Fotodiodos (a), filtro de cor
alaranjada (b). LED aceso (c) e LED apagado (d).
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Todos estes componentes foram colados, utilizando cola instantanea
acrilica, em um suporte metélico para cubetas. Uma fotografia do suporte com
0s componentes adaptados € mostrada na Figura 9, juntamente com a cubeta
de fluxo para fluorescéncia. E importante destacar que o suporte utilizado
comporta cubetas convencionais com caminho éptico de 10 mm e também

cubetas de fluxo com dimensdes semelhantes a primeira.

Fotodiodos
inseridos no suporte

Suporte
metalico

LED

Cubeta de
fluxo

Figura 9 - Compartimento da cubeta de fluxo com os componentes fixados no bloco de metal
utilizados no instrumento proposto.

Durante as medidas realizadas, o LED permanecia continuamente
ligado. Para o seu acionamento foi montado um circuito simples com
alimentacdo de 12 V em corrente continua (dc) e um resistor de 22 Q (15 W) foi

utilizado para limitar a corrente no LED em aproximadamente 0,5 A.

O circuito de deteccao foi baseado no proposto por Borges et al.t*?
Conforme ilustrado na Figura 10, os fotodiodos foram conectados a circuitos
conversores de corrente para voltagem, utilizando os amplificadores
operacionais OPO7. Os sinais resultantes desta conversdo eram entéo
somados e amplificados em outro circuito também baseado no amplificador
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OPO07. O sinal de saida do circuito somador/amplificador foi entdo direcionado
ao conversor analdgico/digital (A/D) de 10 bits de um circuito microcontrolador

conforme sera detalhado mais adiante.

Cubet

Saida do sinal
somado e amplificado
para o pino 2 (ANO)

do PIC16877A

o

DIODE

Figura 10 - Circuito proposto por Borges et. al.™? responsavel pela soma e amplificagdo dos sinais
adquiridos pelos fotodiodos e o envio destes a entrada analégica do microcontrolador PIC
16F877A.
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4.2.3 — Desenvolvimento dos circuitos para o0 sistema
automatizado

Para controlar o sistema de fluxo, em conjunto com o sistema de
deteccdo, foi proposta a utilizacdo de microcontroladores programaveis da
familia PIC (16F877A e 16F628A). Um esquema geral dos circuitos

desenvolvidos para automacao dos procedimentos € mostrado na Figura 11.

Um circuito driver baseado no PIC 16F628A foi confeccionado para
controlar o acionamento da mini bomba peristaltica, a partir de um banco de
transistores ULN2803. Neste circuito, as saidas digitais do PIC16F628A (pinos
6 a 9) foram conectadas ao banco de transistores e acionadas de forma
intermitente e sequencial por meio do programa gravado na meémoria do
PIC16F628. Com este acionamento, 0s terminais do motor de passo da bomba,
conectados ao banco de transistores, sdo acionados também de forma
intermitente e sequencial, promovendo o seu funcionamento. E importante
destacar que o acionamento do circuito driver da bomba peristaltica é realizado
do microcontrolador central (PIC16F877A) e que apresenta duas velocidades,
uma mais lenta para amostragem e outra mais rapida para limpeza do caminho

do fluxo.

No protétipo proposto foi utilizada também uma mini bomba solenoide.
Para acionéa-la, utilizou-se outro banco de transistores ULN2803 conectado ao
PIC 16F877A. Neste circuito, o banco de transistores, ao ser acionado por um
sinal pulsado de 5V oriundo do PIC16F877A, realizava o acionamento da

bomba solenoide também de forma pulsada.
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Figura 11 - Circuito implementado para o controle do sistema de fluxo, da aquisi¢céo dos sinais, do
tratamento dos dados adquiridos e informacdo das leituras através do visor LCD ou por
comunicagdo vias porta serial RS232.
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O microcontrolador central (PIC16F877A) foi utilizado também para a
conversdo A/D (10bits) do sinal analitico, proveniente do circuito de deteccao, e
para a transferéncia deste sinal para um display de cristal liquido (LCD) ou para
um computador via comunicacdo serial. Para isto foram conectados ao PIC
16F877A um visor tipo LCD de duas linhas e 16 posi¢cbes para visualizagcédo das
leituras. Também foi construida uma saida serial tipo RS232 para comunicagao

com um computador, para isto empregou-se um circuito integrado MAX232.

Para alimentacado elétrica de todo o sistema foi utilizada uma fonte de
tensdo comumente empregada para alimentacdo de computadores. Da fonte,
foram utilizadas as saidas de * 12V para alimentacdo dos amplificadores
operacionais, +5V para alimentacdo dos microcontroladores PIC, +12 V para a
alimentacdo da valvula solenoide e +12 V para alimentacdo do circuito da

bomba peristaltica.

Ao circuito foram adicionados um boté&o (tipo push button) e duas chaves
de selecdo de funcdo. O botdo € utilizado para dar o inicio as funcbes de
funcionamento do equipamento (processo de amostragem e leitura). A primeira
chave é usada para ligar e desligar o instrumento. A segunda chave funciona
como selecdo de modo de funcionamento, em uma posi¢cado seleciona-se a

rotina de calibracdo e na outra posicao a rotina de leitura de amostra.

Todos os circuitos foram dispostos em uma caixa de madeira construida
com dois compartimentos separados, sendo um para a parte de deteccéo
fluorimétrica (cubeta, LED e fotodiodos) e outro para a fonte de alimentacéo e
para os circuitos eletrénicos. As Figuras 12 e 13 mostram algumas fotografias

do instrumento com indicagdes dos componentes.
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Circuito da
bomba
peristaltica

PIC16F877A

Circuito da
bomba
Circuito de solenoide

detecgao

Figura 12 - Circuitos confeccionados para o fluorimetro proposto com as indica¢des dos circuitos
para detec¢do, controle central do instrumento, circuito de controle da bomba peristaltica e
circuito de controle da bomba solenoide.

‘ calibracdo |

e/

Figura 13 - Visdo geral do equipamento de fluorescéncia, detalhes do visor LCD com botédo
“Iniciar” (A), célula de fluxo em suporte metalico (B), chave liga/desliga (C) e chave seletora
“calibragao/medida” (D).
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4.2.4 — Software e procedimentos de funcionamento

Todos os softwares para os microcontroladores foram desenvolvidos em
linguagem C e compilados a partir de um compilador dedicado (PIC C Compiler
versdao 3.235). O software compilado foi gravado na memoria do
microcontrolador PIC 16F877A empregando-se o gravador PIC Burner USB e o

software de gravacdo US-Burn versao 1.3.

O fluxograma da Figura 14 ilustra de forma resumida o processo de
funcionamento do software embarcado no microcontrolador PIC16F877A,
responsavel pelo gerenciamento da maioria das operacdes realizadas pelo

equipamento proposto e o qual serd brevemente explicado a seguir.

Antes de se iniciar as rotinas de medida com o instrumento, 0 mesmo
deve ser ligado e deve-se aguardar um periodo de cerca de 30 minutos para
estabilizacdo da fonte de radiacdo e dos circuitos eletrbnicos. Apds a
estabilizacdo, o usuario deve seguir as orientacdes fornecidas através do visor
LCD, com relacdo ao modo de medida que sera realizado (calibracdo ou

medida) e as solucdes que serdo injetadas no sistema.

Inicialmente o usuario deve escolher o modo de medida desejado, ou
seja, realizar a calibracdo do instrumento com solugcdes padréo ou realizar a
determinacdo de uma amostra utilizando-se os dados da ultima calibracdo do
instrumento. A escolha da operacdo a ser realizada € feita através da chave

seletora “calibragao/medida”.
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Figura 14 - Fluxograma simplificado do algoritmo embarcado no microcontrolador PIC16f877A do

fluorimetro.
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Usualmente, o usuario comega o procedimento pela rotina de calibracéo,
a qual é iniciada ap0s a selecao adequada da chave seletora (FIGURA 13 D) e
0 pressionamento o botao “iniciar” (FIGURA 13 A), localizado na parte superior
do instrumento. Logo em seguida, no visor LCD, é solicitada a injecdo da
solucdo do branco (0,00 mg L* de BE). Neste momento, o usuario deve
desconectar o tubo conectado ao reator vazio e mergulhar o mesmo no frasco
gue contém a solucdo do branco, pressionando em seguida o botao “iniciar”.
Com isto, inicia-se a rotina de leitura do instrumento. Esta rotina € composta de
dois passos. Primeiramente é realizado um processo de limpeza e
ambientacéo da cubeta e da linha de fluxo. Neste processo o PIC16F77A envia
um sinal intermitente para o circuito da bomba solenoide promovendo 100
pulsos de bombeamento. Concomitantemente outro sinal do PIC16F877A é
enviado ao circuito da bomba peristaltica, a qual faz o bombeamento, em baixa
velocidade, da solucdo tampdo/DNA. Sendo assim, a solucdo do branco é
bombeada juntamente com a solucdo tampao/DNA até a célula de fluxo, mas
nao € realizada aquisicdo do sinal de fluorescéncia. Logo apds, a bomba
peristaltica € novamente acionada em velocidade maior para a lavagem da

cubeta de fluxo, deixando o sistema pronto para uma nova injegao.

Terminada a limpeza do sistema, o processo de bombeamento das
solucdes de DNA e do branco é repetido e a mistura é carregada até a célula
de fluxo sendo o bombeamento interrompido ap6s o preenchimento da célula.
Antes de se iniciar as leituras de fluorescéncia efetivamente, o programa
aguarda trés minutos. Este tempo é 0 necessario para que ocorra a reacao de
intercalacéo entre o BE e o DNA presente na solugdo tamp&o/DNA. Passado o
tempo de reacdo, acontece a aquisicdo da medida de fluorescéncia. Apos a
aquisicdo dos valores € feita uma lavagem da cubeta de fluxo através do
acionamento em velocidade alta da bomba peristaltica. Uma rapida leitura é
realizada pos-lavagem para garantir que o sinal retornou ao valor de linha
base. Vale destacar que a média dos valores obtidos para o branco é

armazenado na memoria do controlador como Spco.

Apés a injecdo do branco, o usuério € solicitado a injetar as solucdes
com concentracdes de 5,0 e 15,0 mg L™ em BE da mesma forma que realizado

para a solucdo do branco. Da maneira analoga, os valores medidos sdo
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armazenados na memoéria do microcontrolador e utilizados para se estimar o

coeficiente angular (m) da curva de calibracédo através da seguinte equacao;

— (515=Sbco)=(S5=Shco)
(15-5)

m

(1)

onde S;5 e Ss correspondem ao sinal elétrico lido para as solugdes com 15 e
50 mg L o respectivamente, e Sy, refere-se ao sinal para o branco. O
denominador (15 - 5) corresponde a variacdo de concentracdo para a faixa
estudada.

Com estes dados se obtém a equacdo para a curva analitica (equacédo
2), a qual relaciona o sinal elétrico medido e corrigido para a amostra (Sam -
Sheo = Y) cOM a concentracdo da solucao que esta sendo determinada (x).

x== o)

E importante destacar que o sinal corrigido para uma solucdo que
contém 0,00 mg L™ de BE proporciona um sinal muito préximo & 0,00 V de

modo que o coeficiente linear para a curva acima é aproximado para 0,0.

Finalizado o processo de calibragdo o software retorna a opgao inicial de
selecéo entre calibracdo e medida. Para realizacdo de medida de uma amostra

é selecionada a chave seletora (Figura 13 D) para a posi¢cao medida.

Selecionada a opcdo de medida, pressiona-se o botdo “iniciar” e o
instrumento solicita a injecdo da amostra. Neste caso, o tubo amostrador
devera estar conectado ao reator, ja contendo a mistura reacional, e, entao,
apos o usuario pressionar novamente o botdo iniciar, a solucdo da amostra e a
solucdo tampédo de DNA sdo bombeados, de forma andloga a injecdo dos

padrées. Novamente, a limpeza e ambientacdo das linhas de fluxo s&o

55



realizadas preliminarmente com a propria solucdo a ser analisada e, em
seguida, € realizada uma nova injecdo para a aquisicdo do sinal de

fluorescéncia referente a amostra que esta sendo degradada.

Neste momento, a mistura reacional é composta da solucdo residual
contendo BE junto com os reagentes de degradacdo. Estes devem ser
adicionados de forma que para cada 100 mL de solucdo contendo BE na
concentracéo de até 500 mg L™ devem ser adicionados 20 mL de soluc&o 5%
de &cido hipofosférico e 12 mL de solucdo de nitrito de sédio 0,5 mol L. E
importante salientar que o pH final desta solucdo deve ser menor ou igual a 3 e
se a solucdo de BE estiver mais concentrada que o valor de 500 mg L™ deve
ser diluida até este patamar, segundo orienta o protocolo proposto por Lunn e

Sansone.

Terminada a aquisicdo da medida da mistura reacional, o instrumento
procede ao célculo da concentracdo, empregando-se a equacado 2 e avalia se
esta concentracdo esta abaixo do valor de 5,00 mg L™, valor que corresponde
a metade da concentracdo recomendada para um descarte adequado. De fato
se a concentracao estiver abaixo deste limite, o visor LCD indicara “degradacéo
concluida” e se a concentragao estiver igual ou acima deste limite aparecera a
indicacdo “reinjetar’. Neste caso, o instrumento procedera automaticamente a
reinjec@o apos 10 minutos e verificard se o patamar de concentragéo foi ou ndo
atingido até que este atinja o valor inferior ao de 5 mg L™, quando o visor LCD

indicara “degradagao concluida”.

56



4.3 — Sistema para aquisicado de imagens com smartphones

4.3.1 — Construcédo do médulo de aquisicao de imagens

Uma forma alternativa de deteccéo de BE foi realizada utilizando-se um
aparelho de celular (Samsung Galaxy Win) com camera integrada de 5
megapixels em conjunto com aplicativos ou softwares que analisam as

componentes Vermelha, Verde e Azul (RGB) de uma imagem.

Para realizacdo deste experimento foi construido um modulo que
permitisse a aquisicao de imagens de fluorescéncia na auséncia de radiagéo
externa. Para isto foi utilizada uma caixa de madeira com tampa medindo 23
cm x 23 cm x 16 cm (largura x comprimento x altura), a qual foi recoberta
externa e internamente por folhas de espuma vinilica acetinada (EVA) de cor
preta. Na parte frontal da caixa foi confeccionado um orificio com 1,5 cm de
didmetro para posicionamento da camera do celular e, alinhado a este orificio,
foi posicionado, a 7,3 cm da face interna frontal, um suporte para cubetas em

acrilico preto. A Figura 15 mostra algumas fotografias do mdédulo construido.

Chave liga/desliga do

circuito do LED Suporte para cubeta

Cubeta com solugéo fixado a caixa

Orificio de aquisicdo Celular fixado a caixa
das imagens para aquisi¢do das
imagens

Figura 15 - Médulo de madeira confeccionado para abrigar o suporte de cubetas e o LED para
aquisicdo de imagens com o celular.
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O suporte de acrilico (Figura 16) possui trés orificios principais. Dois na
posicdo lateral do local onde se coloca a cubeta e um posicionado a 90° dos
outros dois. Apenas um dos orificios laterais foi utilizado para a fixacdo de um
LED verde de baixa poténcia e teve por objetivo permitir a passagem da
radiacdo de excitacao, enquanto o terceiro orificio (a 90° do LED) foi utilizado
para o monitoramento da radiacdo emitida pela substancia sendo analisada.

Compartimento para
Orificiode entrada da insercdo da cubeta

radiacao do LED

Vista lateral do suporte Vista superior do suporte

o , Cubeta posicionada no
Orificio de saida da suporte LED RGB fixado ao

radiagao emitida pelo suporte da cubeta
BE

Vista frontal do suporte Vista traseira do suporte

Figura 16 - Vistas do suporte de cubetas utilizado no sistema de aquisi¢cdo de imagens.
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4.3.2 — Procedimento de aquisi¢cao das imagens

Para aquisi¢cao das imagens das solugdes de BE foi realizada o seguinte
procedimento. As solucbes com os padrdes de 1,0 a 50 mg L* foram
preparadas em solucdo tampdo TBE com DNA (ja descrita anteriormente) em
bal6es volumétricos de 10,0 mL utilizando-se o pipetas automaticas e a partir
da solucdo estoque de 500 mg L™. Apés o periodo (cerca de 3 minutos)
reacional, as solugdes foram colocadas em uma cubeta de 3,5 mL, a cubeta foi
encaixada no suporte, a caixa foi fechada e foi realizada a aquisicdo da
imagem e dos parametros RGB utilizando o aplicativo Color detector real time
usando o aparelho celular. O mesmo procedimento foi realizado mais duas
vezes com a mesma mistura da cubeta para a aquisicdo de leituras em
triplicata e posterior calculo da média das leituras. Este procedimento foi

repetido para todos os padrdes e amostras analisadas.

4.4 - Procedimentos para comparacao dos resultados.

As solugBes de BE, padrbes e amostras, também foram lidas tanto no
fluorimetro construido quanto em um equipamento comercial de bancada da
marca Cary modelo Eclipse. Este procedimento foi adotado para avaliacdo do
desempenho do instrumento proposto em uma aplicacdo dedicada. Para a
leitura nos dois equipamentos, foi utilizada uma cubeta de polimetimetacrilato

de 3,5 mL com caminho 6tico de 1,0 cm.

No caso do fluorimetro de bancada as configuracdes utilizadas foram A
excitacdo de 525 nm, A de emissdao em 605 nm. Fendas de excitagdo e

emissao de 5 nm e voltagem da fotomultiplicadora em nivel médio.

Os resultados obtidos foram utilizados nas rotinas de comparacdo para

testar a eficiéncia do fluorimetro proposto.
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5 - Resultados e discussao

5.1- Testes iniciais com o instrumento proposto em batelada

5.1.1- Espectro de emissao do LED utilizado

O LED utilizado no instrumento € composto de InGaN e apresenta um
padrdo de abertura da emissdo de radiagdo em um angulo de 90°. O espectro
de emissdo para o referido LED é apresentado na Figura 17, o qual foi
adquirido a partir de um espectrofotdbmetro Ocean Optics USB 2000. Pode-se
observar que o maximo de emissdo ocorre em 535 nm e que a largura de
banda a meia altura € de aproximadamente 30 nm. Conforme seré apresentado
mais adiante, estas caracteristicas sdo adequadas para a utilizacdo do LED

como fonte de excitacao para a fluorescéncia do brometo de etidio.

3000 -
2500 -
2000 -
1500 -

1000 -

Intensidade u.a.

500 -

0 T T |
400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 17 - Espectro de emiss&o luminosa, obtido experimentalmente, do LED verde utilizado na
construcédo do fluorimetro proposto.
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5.1.2 - Espectro de transmitancia do filtro utilizado

O filtro proposto para uso no instrumento foi confeccionado a partir de
embalagens de confeitos tipo “Tic-tac’, os quais s&o constituidos de
polipropileno com corante laranja. A escolha desta estratégia para selecdo da
faixa de comprimentos de onda a serem utilizados na proposta foi baseada
principalmente no baixo custo e na facilidade de obtencdo do mesmo, o que

facilita a construcéo deste instrumento por outros grupos de pesquisa.

De acordo com o espectro de transmitancia apresentado na figura 18,
este filtro alternativo apresenta uma baixa transmitancia (entre 20 e 25 %) na
faixa de 400 a 570 nm (regido que engloba a faixa de emissédo a meia altura do
LED, 520 a 550 nm) e transmissao acima de 80% na regido de 610 a 700 nm
(regido de emissdo do fluordforo). Considerando estas observacfes, pode-se
afirmar que a radiacdo oriunda do LED néo é totalmente eliminada pelo filtro o
que pode levar a um aumento significativo do sinal de fundo durante as
medidas. Entretanto, deve-se salientar que as medidas de fluorescéncia sao
realizadas com angulo de 90° entre o LED e os detectores de forma que a
radiacdo do LED que efetivamente pode atingir os detectores € proveniente
principalmente do espalhamento ocasionado nas paredes da cubeta em uso,
radiacdo esta menos intensa que aquela proveniente diretamente do LED. De
fato, como os detectores devem trabalhar em regime de elevada amplificacéo,
obtém-se um sinal de fundo proveniente deste espalhamento, o qual ndo chega
a limitar o uso do instrumento para a aplicagdo proposta como sera visto mais

adiante.
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Figura 18 - Espectro de transmisséo do polimero usado como filtro para o fluorimetro

A Figura 19 mostra 0s espectros normalizados para excitacdo
(absorcéo) e emissédo do BE, emissao do LED e transmitancia do filtro aplicado.
Pode-se observar que o LED utilizado apresenta o maximo de emissao (546
nm) muito préximo ao maximo de absorcédo do BE (530nm) e que a maior parte

da sua radiacdo é eliminada pelo filtro aplicado.

Ainda na Figura 19 pode-se observar que a emissdo do BE tem seu
maximo em aproximadamente 603 nm, comprimento de onda que esta na faixa
de transmitancia da ordem de 80% do filtro aplicado, porém boa parte da faixa
de emissdo de BE, entre 620 e 700 nm, esta na regido de 86 a 100% de
transmitancia do filtro aplicado. Novamente, embora o filtro ndo proporcione
100 % de transmitancia em toda a faixa de emissdo do fluoroforo, esta
limitacdo ndo chegou a comprometer os resultados obtidos nos niveis de

concentracao estudados.
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Figura 19 - Espectros normalizados para excitacdo e emissédo do BE, emiss&o do LED e
transmitancia do filtro aplicado.

5.1.3- Teste de estabilidade do circuito.

Inicialmente foi realizado um teste para verificar o nivel de ruido gerado
apenas pelo circuito eletrdbnico sem a presenca da radiacdo do LED. Neste
teste, denominado teste de escuro, foram mensurados o ruido e a estabilidade
do sinal do instrumento com o tempo de funcionamento. Em um segundo teste,
as medidas foram realizadas com o acionamento da fonte de excitagdo (LED
ligado, teste de claro), de modo a verificar o efeito deste componente no sinal

instrumental.

Conforme apresentado na Figura 20, os ruidos obtidos para o sinal no
escuro ou no claro sdo bastante semelhantes, indicando que a fonte de
excitacdo n&o altera significativamente o sinal no que diz respeito a este
quesito. Foi observado também que a linha de base para ambos os testes &
bastante estavel com drifts (variacdo do sinal com o tempo) da ordem de 0,018
V h?, os quais podem ser considerados satisfatérios para a aplicacdo em

questao. A Tabela 5 traz um resumo dos dados apresentados na Figura 19.
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Figura 20 - Testes de estabilidade para circuito de detec¢do com leituras no modo escuro (LED
apagado) e modo claro (LED aceso).

Tabela 6- Informacgdes das leituras obtidas dos testes de claro e escuro

Escuro Claro

Média (V) 0,061 1,392

Max (V) 0,082 1,449

Min (V) 0,050 1,367

Desvio padréo (V) 0,005 0,013
Coeficiente de variacao (%) 7,53 0,94

Taxa de vga\;l.?]g%\o do sinal -0,004 -0,018

Conforme relatado anteriormente, a Figura 20 comprova que parte da
radiacdo espalhada do LED chega aos detectores (fotodiodos) aumentando o
sinal da linha de base em relacdo aquele obtido apenas para o escuro.
Considerando este resultado, todas as medidas realizadas com fluoréforos

tiveram os seus respectivos sinais descontados do sinal para o branco.

A partir do teste de claro foi também estimado o tempo para a
estabilizacdo do sinal do LED apds o seu acionamento, 0 que simula o

comportamento do sistema fluorimétrico quando o usuéario acaba de ligar o
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instrumento e permite estabelecer o tempo necessario para que o instrumento

esteja pronto para a realizacéo das leituras.

De acordo com a Figura 21, a estabilizacdo do sinal ocorre
aproximadamente 12 minutos apds o acionamento do LED, sendo que a
espera minima de 15 minutos foi adotada antes das realizacbes das medidas

nos estudos posteriores.

1,50 ~
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>
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=
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1,35 -
—Faixa em estabilizacao
1,30 . . .
0 20 40 60

Tempo (min)

Figura 21 - Estabilizacdo do LED usado como fonte no fluorimetro proposto.

5.1.4 - Testes iniciais com rodamina B

O cromoforo rodamina B foi escolhido como reagente para os testes
iniciais por apresentar baixa toxicidade, expondo a menos riscos de
contaminag¢do os envolvidos nos experimentos e gerando um residuo de risco

muito menor para o meio ambiente.

A Figura 22 mostra o espectro de excitagdo (absorcdo) e emissao de
fluorescéncia para a rodamina B com indicacfes dos valores de méximo de

absorcdo (554 nm) e maximo de emissdo (575 nm) para a substancia.
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Comparando-se este espectro de absor¢do com o espectro de emisséo do LED
(Figura 16), observa-se que o LED emite na regido de excitagdo do fluoréforo,
embora ndo exista coincidéncia entre os maximos de emisséo do LED (fonte) e
excitacdo da rodamina B (fluoréforo). Observa-se também que o filtro optico
utilizado apresenta uma boa taxa de transmitancia (Figura 18) a partir de
aproximadamente 600 nm. Esta faixa compreende uma parte do espectro de
emissdo da rodamina B, permitindo que as medidas analiticas sejam

realizadas.
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200 - ——Emissdo
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Fluorescéncia u.a.
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Figura 22 - Espectros de absor¢&o e emissdo para rodamina B.

Utilizando este fluordforo, foram construidas curvas analiticas na faixa
de 0,01 a 0,20 mg L™ no fluorimetro proposto (Figura 23) e também em um
espectrofluorimetro comercial utilizando o comprimento de emissdo em 575 nm
e de excitacdo em 554 nm (Figura 24). A curva construida com o fluorimetro
desenvolvido apresentou um coeficiente de determinacédo de 0,9990, o qual &
comparavel ao obtido com o sistema comercial para a faixa estudada
(R?=0,9971) e demonstra um desempenho adequado do sistema em termos de
linearidade. O para o fluorimetro de LED proposto foi calculado um limite de
deteccdo de 0,004 mg L™ e um limite de quantificacdo de 0,012 mg L™. Para o

espectrofluorimetro de bancada foram calculados os limites de deteccdo de
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0,001 mg L* e de quantificacdo de 0,002 mg L™ Apesar dos limites
encontrados para o instrumento de LED proposto serem maiores que 0s
encontrados para o espectrofluorimetro de bancada, pode-se considerar que
estes estejam na mesma ordem de grandeza e que os valores encontrados séo
comparaveis, indicando que o instrumento proposto tem um desempenho
proximo ao desempenho do espectrofluorimetro de bancada, levando em

consideracéo o custo de construcéo e os materiais utilizados.
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Figura 23 - Curva analitica para rodamina B adquirida com o fluorimetro construido
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Figura 24 - Curva analitica para rodamina B obtida no fluorimetro em um fluorimetro comercial de
bancada
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5.1.5 - Testes iniciais com Brometo de Etidio

Os resultados anteriores com rodamina B demonstram que o
instrumento é capaz de detectar o sinal tdo bem quanto um instrumento de
bancada. Para o brometo de etidio foram realizados testes preliminares com o
objetivo de averiguar se o equipamento é sensivel o suficiente para detectar o
composto e perceber a variagcdo de fluorescéncia que acontece quando se

adiciona o DNA.

Os espectros apresentados na Figura 25 foram obtidos para uma
solucdo de 50 mg L' de brometo de etidio adquiridos com um
espectrofluorimetro comercial. Pode-se observar a absorcdo e emissdo do
fluoréforo sem estar intercalado com DNA. Ainda na Figura 25 € possivel
observar o aumento da intensidade de fluorescéncia quando o brometo de
etidio esta intercalado com o DNA e que existe um leve deslocamento da
banda de emissdo de 600 nm para comprimentos de onda maiores cerca 603
nm, enquanto o0 maximo de excitacao (absor¢éo) sofre um leve deslocamento

da posicao inicial 515 nm para 525 nm.

] Excitagao sem DNA
700 —— Emissao sem DNA
Excitagao com DNA
——— Emissao com DNA
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Figura 25 - Espectros de excitacdo e emissdo para uma solug¢édo 5,0 mg L de BE adquirida em um
espectrofluorimetro comercial, sem adi¢cdo de DNA e com adi¢cdo de DNA.
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A variagdo da fluorescéncia com o intercalamento também foi observada
com o instrumento proposto, utilizando as mesmas condi¢des utilizadas para o
equipamento de bancada. Conforme apresentado na Figura 26, observa-se um
aumento significativo da fluorescéncia (cerca de 2,5 vezes) em relacdo ao
fluor6foro nado intercalado. Esse resultado indica a possibilidade de uso do
instrumento para a aplicacdo do projeto, pois a concentragcdo aproximada de
brometo de etidio usada neste experimento foi de 1,5 mg L™ e os protocolos
como o da Universidade de Princenton permitem o descarte de solucfes deste
fluoréforo em concentracdes menores que 10 mg L sem necessidade de

tratamentos. (48)

2.5
2,07 2.5 mL de Tampdo pH
7.5 +0.5 mL DNA
E.1 5 2mg'ml+ 20 ul gua
= 25 mL de Tampdo pH
£ 7,5 +0.5 mL agua + 20
@ 1.0 ul BE 100 mgiL
= 25 mL de Tampé&o pH
0.5 1 7.5+0,5 mL DNA 2
mg/mL + 20 uL BE 100
mg’L
D.D I T 1
0 20 40 0 a0 100 120

Himero da leitura

Figura 26 - Variacdo da fluorescéncia de uma solugcdo 1,5 mg L™ de Brometo de Etidio guando na
auséncia e na presenca de DNA adquirido no fluorimetro construido.

Com o objetivo de avaliar a capacidade analitica do fluorimetro proposto
na determinacao do fluordforo BE, realizou-se um teste por adicéo de aliquotas
de um padrdo de BE diretamente a cubeta ja contendo a solucdo de DNA
tamponada. Foram realizadas adi¢cdes sucessivas de 20 pL de uma solucéo
100 mg L™ de Brometo de Etidio a uma cubeta que continha 2,5mL de tamp&o
TBS (pH=7,5) e 0,5 ml de solucdo de DNA 2 mg mL™ .Pode-se observar na
Figura 28 que a curva analitica construida para uma faixa de concentracao

aproximada de 0,05 a 0,5 mg L™ em BE apresentou uma linearidade adequada
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(R?=0,996) indicando a possibilidade de uso do instrumento para a aplicacdo

13 Com base nas leituras e na projecéo do grafico da Figura 27

quantitativa
(ponto onde o grafico se curva na parte inferior da curva estimada), estimou-se
de forma visual um limite de deteccdo de aproximado de 0,05 mg L™ para o
método com o instrumento proposto, um valor bem abaixo do que o sugerido

para um descarte seguro.
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Figura 27 — Variacdo do sinal de fluorescéncia para adi¢gdes sucessivas de BE em um meio
tamponado e com presen¢a de DNA no instrumento proposto.

5.1.6— Avaliacao do sistema de detecgado no monitoramento da
degradacéo de BE

A metodologia aplicada para o processo de degradacao, proposta por
Lunn e Sanssone, € corriqueiramente utilizada em laboratérios de pesquisa e
sua aplicacdo é segura e eficiente®’. Para verificar a possibilidade de uso do
fluorimetro proposto no monitoramento deste processo de degradacdo foi
realizado um experimento para simular a oxidagédo gradativa do residuo. Neste
experimento, aliquotas de 20 pL de uma solucdo de nitrito de sédio (3,0x1072
mol L™?) eram adicionadas a 25,00 mL de uma solucdo de BE a 40 mg L%,

previamente acidificada com 188 pL de acido hipofosforoso concentrado,
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levando a um pH menor que 3,0. Apds cada aliquota adicionada da solucdo de
nitrito de sodio a mistura reacional eram esperados 30 minutos e realizadas a
leitura no fluorimetro proposto. O procedimento de leitura é descrito na secéo
4.1.

Para se estimar a concentracdo de BE a cada adicdo de solucdo de
nitrito, foi construida uma curva analitica na faixa de 1,0 a 40,0 mg L™ de BE
(Figura 28) e, a partir dos resultados de concentracdo de BE obtidos, construiu-

se a curva de degradacéao ilustrada na Figura 29.

Pode-se observar que o instrumento foi capaz de detectar as
concentracbes de BE a cada adicdo do oxidante (nitrito) até a reducdo a
valores muito proximos de zero, indicando a possibilidade de monitoramento do
processo. E importante relatar que algumas concentracdes determinadas
apresentaram valores menores que zero, o que pode ser resultado do longo
periodo de realizacdo do experimento em relacdo a construcdo da curva de

calibragcéo, um efeito do dift da linha de base do instrumento.

Neste experimento, a ideia inicial era adicionar um excesso de oxidante
ao residuo e monitorar as concentracdes de BE em intervalos regulares de
tempo, simulando melhor a cinética do processo. Entretanto, ao realizar este
procedimento, foi observada a completa degradacdo do BE em poucos

minutos, o que inviabilizou este monitoramento.

E importante destacar que a literatura recomenda que a degradacéo de
BE, com concentracdes da ordem de 500 mg L™, realizada por meio do
procedimento aplicado neste trabalho, seja efetuada por um periodo de 20
horas apos a adicdo do oxidante, o que ir4 garantir a completa degradacao do
marcador. Sabe-se, entretanto, que esta recomendacgéo se da por medidas de
seguranca, considerando a periculosidade da substancia a ser degradada, o
que deve ser respeitado. Em um futuro protocolo, baseado nas medidas
realizadas com o instrumento proposto, devera ser obedecida esta

recomendacgao para que seja garantida a efetiva degradacéo.
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Figura 28 - Curva analitica utilizada para a determinacdo das concentracdes de BE no experimento
de titulagcdo de uma solug¢do de BE com nitrito de sédio.
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Figura 29 - Evolugcdo da reducdo da concentracdo de BE durante o processo de degradacgdo
conforme as adi¢gdes das aliquotas da solucdo de nitrito de sédio. Concentragdes determinadas a
partir da curva analitica da Figura 28.
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5.2 - Resultados obtidos com aimplementacao de sistemas em
fluxo.

Os sistemas de andlise em fluxo propostos e avaliados para a
automacao do monitoramento da reacdo de degradacao de BE sédo discutidos a

seqguir.

5.2.1- Testes iniciais com rodamina B em sistema de analise
por injecao em fluxo

Estudos preliminares foram realizados utilizando-se o fluoréforo
rodamina B, ao invés do BE, a fim de se avaliar a capacidade de detecc¢éo do
sistema proposto. Para isto, a configuracéo ilustrada na Figura 30 foi montada
e aplicada para a injecdo de um volume de aproximadamente 0,3 mL de
solugédo de rodamina B (2,0 mg L) em um fluxo carregador (1,0 mL min™)
contendo o tampao TBE (pH 8,4). Neste teste foram utilizados uma bomba

peristaltica Ismatec (IPC), um injetor proporcional*®

e como forma de deteccdo
o fluorimetro proposto no trabalho com uma célula de fluxo em quartzo

(Precision Cells 59FLES10).

BP IP
1,0
ST > DF |——D
AA
1,0 U T
n-D SA

Figura 30 - Diagrama do sistema de analise por injecdo em fluxo utilizado. Bomba peristaltica (BP)
com indicacdo das vazdes em mL min?, injetor proporcional (IP) com alca de amostragem (AA) de
0,5 mL, solugdo tampao (ST), solucdo de analito (SA), detector fluorimétrico proposto (DF) e
descarte (D).
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Observa-se no fiagrama apresentado na Figura 31 que 0s sinais para a
concentracdo estudada apresentaram uma boa razdo sinal/ruido com uma
precisdo de 1,04 % para as quatro injecdes realizadas, o que confirmou a

possibilidade da deteccao fluorimétrica em fluxo com o instrumento proposto.

2,5
2,0 -
1,9 -

1,0 -

Sinal (V)

0 0 T T T T T T 1
0 40 80 120 160 200 240 280

Tempo (s)

Figura 31 — Fiagrama para solucédo de rodamina B para as condi¢des do experimento.

Aplicando-se as mesmas condi¢cdes e a mesma configuracao de fluxo da
Figura 30 foi construida uma curva analitica na faixa de concentracdo de 0,5 a
10,0 mg L™ de rodamina B, a fim de avaliar o desempenho do sistema em uma
medida quantitativa. O fiagrama da Figura 32 mostra que 0s sinais obtidos para
concentracdes de rodamina B maiores ou iguais 1,0 mg L™ apresentaram
razdes sinal/ruido adequadas (maiores que 4,23) e que uma curva analitica
baseada nas alturas dos picos obtidos (Figura 35) pode ser construida. De fato,
a curva analitica apresentou um coeficiente de determinagdo de 0,998,
demonstrando um comportamento linear para a calibragéo, sendo estimado um
limite de deteccdo de 1,23 mg L™ a partir do sinal do branco adicionado de trés

vezes o seu desvio padrdo.'**
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Figura 32 - Fiagrama para curva analitica realizada nas condi¢cfes de fluxo propostas pela figura
30.

Observando a resposta obtida com a cubeta de fluxo comercial foi
realizada uma tentativa de se substituir este componente por uma célula de
fluxo labmade construida a partir do corpo de uma pipeta volumétrica de 1,0
mL, conforme mostra a Figura 33. O objetivo de se utilizar esta célula de fluxo
alternativa era diminuir os custos para desenvolvimento do instrumento visto
que a célula de fluxo comercial utilizada é adquirida no mercado por cerca de
US$ 700, um custo justificado pela utilizagdo do quartzo como material de

construcdo que permite a realizacdo de medidas no ultravioleta.

Com esta nova célula construiu-se a curva analitica para rodamina B na
mesma faixa de concentracdo (0,5 a 10,0 mg L™ do fluoréforo), sendo o
fiagrama obtido apresentado na Figura 34 e a curva analitica apresentada na
Figura 35. Observa-se que o fiagrama apresentou uma resposta menor que a
cela de fluxo em quartzo, com razdes sinal/ruido menores (3,27 para o padréo
de 1,0 mg L™). Uma explicacdo para esta diminuicdo pode estar na geometria
da cela adaptada, a qual apresenta uma forma arredondada que espalha a
radiacdo de excitagdo. Além disso, o material ndo é totalmente polido,

apresentando algumas ranhuras que também contribuem para o menor
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aproveitamento da radiacéo de excitagcéo. Estes inconvenientes levaram a uma
queda da sensibilidade como pode ser observado nas curvas analiticas

plotadas na Figura 35.

Apesar de a célula labmade proporcionar uma boa linearidade, com R?
maior que 0,999, haveria a limitacdo para 0 seu uso em concentracdes mais
baixas. Deve-se ter em mente que a rodamina B € um fluoréforo mais eficiente
nas condicdes experimentais que o BE e por isso uma perda de sensibilidade
poderia inviabilizar a sua aplicacdo no instrumento proposto para o analito alvo.
Neste sentido, todas as medidas posteriores foram realizadas com a célula de

fluxo comercial.

Bulbo de
pipeta

Entrada do Entrada da
bu!bo de radiacao do
pipeta LED
Orificio do filtro de
emissao Saida do
(saida da emissdo bulbo de
da amostra) pipeta

Figura 33 - Célula de fluxo labmade confeccionada como alternativa a cubeta de fluxo comercial
utilizada nos testes preliminares de fluxo.
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Figura 34 - Fiagrama obtido para as leituras da curva analitica realizada com cela labmade.
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Figura 35 - Curvas analiticas obtidas para as solu¢gdes padrao de BE adquiridas por FIA para a

cubeta de fluxo comercial e a célula de fluxo labmade.
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Terminados estes estudos, foi realizada uma avaliagdo prévia de
possiveis influéncias dos reagentes de degradacdo (nitrito e &cido
hipofosforoso) quando os mesmos estéo presentes na solucdo do fluoréforo. O
mesmo sistema de analise por injecdo em fluxo (Figura 30) foi utilizado,
alternando-se injecdes de uma solucdo de rodamina B (2,0 mg L™) sem adicéo
dos reagentes de degradacdo e de uma solucdo de rodamina B na mesma
concentracdo, mas contendo agora 0s reagentes de degradacdo (acido
hipofosférico 0,75 % v/v e nitrito de s6dio 0,045 mol L™Y).

Neste experimento, esperava-se observar apenas o efeito das
concentracbes dos reagentes adicionados a rodamina B no perfil dos sinais
analiticos obtidos, sem que fosse observado um decaimento significativo da
altura dos picos. Entretanto, conforme apresentado na Figura 36, ha uma
atenuacado da ordem de 90,12% do sinal de fluorescéncia quando se compara
o sinal obtido na presenca e auséncia dos reagentes de degradacado. De fato,
em uma pesquisa bibliografica foram encontradas algumas publicacdes que
mostram que existe uma supressdo de fluorescéncia de rodaminas causada
pela presenca de nitrito em solucdo. Em 2003 Zhang e colaboradores
utilizaram rodamina 110 para determinar nitrito em agua de torneira e naturais,
os autores identificaram a conversdo da rodamina 110 em um derivado
diazbnio em uma das suas aminas e a formac&o de um grupo nitroso na outra
amina. O grupo diazénio € hidrolisado e substituido por um grupo OH. Neste
processo se altera a doacao de elétrons para as ligacdes conjugadas e assim a
fluorescéncia diminui. O grupo de Pugen e colaboradores utilizou a rodamina B
no processo de determinar Oxidos de nitrogénio de amostras de ar
convertendo-os a nitrito e reagindo com rodamina B. Estes dois exemplos
explicam o motivo do decaimento da fluorescéncia devido a presenca do nitrito
em meio acido. Este resultado indica a possibilidade de se aplicar o sistema

proposto em analises de nitrito utilizando-se desta abordagem.**>*1°

Considerando este possivel efeito de supressdo de fluorescéncia da
rodamina durante as medidas e o fato de que os reagentes de degradac¢ao nao
apresentam fluorescéncia na faixa de excitacdo utilizada, ndo foi possivel

verificar a influéncia dos reagentes nos perfis dos picos.
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Figura 36 — Fiagrama para solugao de rodamina B utilizada nos experimentos de verificacdo da
influéncia dos reagentes no sistema de fluxo proposto.
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5.2.2- Testes iniciais com brometo de etidio em sistema de
andlise por injecdao em fluxo

Utilizando a mesma configuracdo de fluxo (Figura 30) com a célula
comercial, foi construida uma curva analitica com brometo de etidio utilizando
como carregador o tampdo TBE puro (sem adicdo de DNA). Primeiramente,
para realizacdo desta curva analitica foi necessario utilizar padrbes de
concentracfes muito altas, 5 niveis de concentracdo variando de 10 a 200 mg
L™, Isto foi necessario, pois solu¢cbes com concentracdes menores que 10 mg
L n&o proporcionaram picos com boas razao sinal/ruido nesta configuragdo. O
fiagrama obtido pode ser visto na Figura 37 e a curva analitica construida

encontra-se na Figura 38.

2,0
200,0
mg L1
1,8 -

100,0
16 -

1,4 -

Sinal (V)

1,2 -

1,0 -

0 1000 2000 3000 4000 5000
tempo (s)

Figura 37 - Fiagrama do teste inicial em fluxo para o BE usando as mesmas condi¢des de fluxo
aplicadas nos testes anteriores.
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Figura 38 - Curva analitica obtida a partir das alturas dos picos do fiagrama da figura 37

A curva analitica obtida a partir das alturas dos picos do fiagrama da
Figura 37 apresentou uma linearidade limitada com um valor de R? igual a 0,96,
sendo estimado um limite de deteccédo de 4,7 mg L™ com base no sinal do
branco adicionado de trés vezes o seu desvio padrdo.'** Estes resultados
mostraram que a estratégia, sem a adicdo de DNA ao tampéo, limita
consideravelmente a sensibilidade, o que certamente comprometeria a sua

utilizacao para a determinacdo de BE nos residuos laboratoriais.

Com o objetivo de se melhorar a sensibilidade para o BE, realizou-se a
alteracdo do fluido carregador com a adicdo do DNA ao tampdo a uma
concentracdo de 2,0 mg mL™. Conforme discutido anteriormente, existe um
aumento da fluorescéncia do BE quando intercalado ao DNA que pode
aumentar a sensibilidade para esta determinagéo. Deste modo, foi realizado
um experimento utilizando uma curva analitica com 5 niveis de concentracao

variando de 0,5 a 10,0 mg L™.
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Conforme apresentado na Figura 39 o fiagrama obtido com esta
alteracdo na solucdo carregadora nao proporcionou picos bem definidos para
as concentracfes estudadas, sendo observadas razGes sinal/ruido
consideravelmente baixas. Parte deste problema pode ser atribuida a cinética
lenta de intercalamento entre 0 BE e o DNA,>" a qual pode limitar a sua
aplicacdo para o sistema automatizado por injecdo em fluxo, onde as leituras
sdo realizadas sem que os equilibrios quimicos tenham sido efetivamente
estabelecidos.!® De fato, este experimento demonstrou que a injecdo de um
pequeno volume da solugdo da amostra em um fluxo carregador de solugéao de
DNA n&o proporcionou um resultado satisfatério para a determinagéo de BE na
faixa de concentracdo estudada e, portanto, uma outra estratégia, descrita na

préxima secdo foi utilizada para tentar se contornar este problema.

3,2 10,0mg L

7

Sinal (V)
R
-~

2,2 | |
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Figura 39 - Fiagrama obtido para o BE nas condi¢8es de FIA aplicadas e com adigdo de DNA ao
fluido carreador.
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5.2.3 — Abordagem de fluxo Stopped-flow

Considerando os resultados descritos na secéo anterior e o fato de que
a dispersdo no sistema de analise por injecdo em fluxo poderia contribuir
negativamente para a obtencdo de respostas mais sensiveis ao analito,
alterou-se a estratégia de automacdo do procedimento para um novo sistema
em que as solucdes do analito e do reagente (tamp&o com DNA) fossem
confluidas diretamente e a mesma vazdo até o detector fluorimétrico. Além
disso, foi considerada também a facilidade para se automatizar o processo de
injecdo da amostra no sistema, pois o0 controle/movimentacdo automatica de
um injetor proporcional é relativamente mais complexo de se efetuar do que a

injecdo direta a partir de uma bomba solenoide, por exemplo.

7

O diagrama para esta nova estratégia de automacdo € mostrado na
Figura 40, onde uma bomba solenoide €& responsavel pelo
bombeamento/injecdo da solucdo da amostra e uma mini-bomba peristéltica
(Qualiterm) é empregada para a propulsdo da solucdo reagente (Solucao
tamponada de DNA). Neste ponto, vale destacar que a substituicdo da bomba
peristaltica convencional por uma mini-bomba peristéltica foi realizada com o
objetivo de tornar o instrumento mais simples e de menor custo, uma vez que a
nova bomba pode ser adquirida por aproximadamente US$ 60, valor que é

muitas vezes menor que o da bomba peristaltica utilizada anteriormente.

Neste procedimento, apdés a confluéncia das solugdes no ponto “C”
(Figura 40) e o preenchimento da célula de fluxo, as bombas interrompiam o
bombeamento e aguardava-se o tempo de estabilizacdo do sinal (usualmente
3,0 minutos) antes de se realizar as medidas fluorimétricas. Esta estratégia
recebe o nome de stopped-flow e €é normalmente utilizada para o

monitoramento de reacdes de cinética lenta.'®
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Figura 40 - Diagrama do sistema Stoped-flow proposto para a detec¢éo do BE.

Um primeiro experimento realizado com esta configuracdo consistiu em
monitorar a variacdo do sinal analitico apés a mistura de uma solu¢cédo de BE
(10 mg L") com solucdo tamponada de DNA. Para isto, realizou-se o
monitoramento do sinal imediatamente apds o preenchimento da célula de
fluxo e interrupcdo do bombeamento. O grafico da Figura 41 mostra a variagao
do sinal com o tempo e se observa que a leitura atinge um maximo estavel
apos de 2,5 minutos (150 s). Para a solugdo testada um aumento de
aproximadamente 7,24 % foi estimado para o sinal estabilizado quando
comparado ao sinal obtido imediatamente apds a mistura. Deste resultado,
propbs-se realizar as leituras de fluorescéncia com pelo menos 3 minutos apés
a interrupcdo do fluxo, de forma a garantir o tempo necessario para o

estabelecimento do equilibrio reacional.
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Figura 41 - Leitura do sinal de estabilizacdo da reacdo de intercalamento entre o DNA do fluido
carreador e o BE na cela de fluxo.

A Figura 42 mostra o0s sinais obtidos para seis inje¢cdes consecutivas de
uma solucdo padrdo com 50,0 mg L™ de BE utilizando a estratégia de stopped-
flow e leituras de fluorescéncia realizadas 3 minutos apds a parada do fluxo.
Como podem ser observados, 0s sinais ndo sdo transientes, apresentando um
patamar constante para a linha de base (quando apenas a solucao carregadora
com DNA preenche a célula de fluxo) e outro patamar para o sinal resultante da
mistura do padrdo com a solucdo de DNA. Baseada na diferenca de sinal dos
patamares, estimou-se a precisdo de 0,99 % para as medidas considerando o

coeficiente de variacéo dos dados.

Neste ponto, é importante destacar que o perfil do sinal analitico obtido
(em forma de patamares) facilitou consideravelmente a aquisicdo dos dados
gerados por meio do programa desenvolvido para o microcontrolador. De fato,

a determinacdo da area ou altura de um sinal transiente (pico) requer um

85



algoritmo mais complexo que aquele necessario para diferenciar os niveis

continuos de sinal obtidos com esta nova estratégia.
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Figura 42 — Respostas do instrumento a inje¢c6es do padrédo de 50 mg L™ em modo stoped-flow.

Observado este resultado, o sistema foi avaliado na construgéo de uma
curva analitica para BE em 5 niveis de concentracdo variando de 1,0 a 20 mg
L . Os sinais obtidos sdo apresentados na Figura 43 e a curva analitica
construida com os valores médios dos sinais é apresentada na Figura 44.
Como pode ser observado, a linha de base permaneceu praticamente
constante durante as medidas e 0s sinais para as concentracdes avaliadas
apresentaram razdes sinal/ruido maiores que 2,5 o que permitiu a obtencéo da
curva analitica com linearidade adequada (R?*= 0,9966) em uma faixa de
concentracdo que engloba o valor de 10,0 mg L™, considerado como limite
maximo de concentracdo para descarte nos protocolos de tratamento
estudados. O valor de limite de deteccéo, calculado a partir do valor do branco
adicionado de 3 vezes o desvio padréo do sinal do branco, foi de 0,33 mg L™ e
o limite de quantificacdo, estimado a partir do valor do branco somado a 10

vezes o desvio padrdo do sinal do branco, foi de 1,16 mg L™, os quais podem
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ser considerados adequados para o proposito do referido instrumento. Deste
modo, esta estratégia de automacdo e deteccdo foi selecionada para a
determinacdo de BE em solucdes residuais e para monitorar a degradacao

deste marcador.
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Figura 43 - Sinais obtidos com o instrumento proposto para as solu¢cdes padrdes de BE. As barras
correspondem as injecdes de ambientacéo e limpeza.
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Figura 44 - Curva analitica plotada a com a média das alturas dos sinais obtidos a partir dos sinais
encontrados na figura 43.
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5.2.4 - Sistema de decisao

O sistema de decisédo foi idealizado para que o instrumento informasse
ao usuario o momento em que 0 processo de degradacdo pode ser
considerado finalizado. Como dito anteriormente, o instrumento precisa ser
calibrado e para isto foram utilizados apenas dois padrées (5,0 e 15,0 mg L™
em BE) e o branco (0,0 mg L™ em BE), de forma que a concentracéo de 10,0
mg L™ estaria entre os pontos da curva de calibragdo. O valor do branco (0,0
mg L™) serve como sinal de referéncia e conforme visto nas equacées 1 e 2

(materiais e métodos) € subtraido das leituras dos padrées.

O uso de apenas dois pontos de concentracdo para a calibracdo se
justifica pela simplificagdo do procedimento e principalmente pelo fato de que a
concentracdo de 5,0 mg L™, metade da concentracdo recomendada pelos
protocolos de degradacao foi utilizada como concentracdo limite. Desta forma
concentracdes maiores ou iguais a 5,0 mg L™ ndo sdo consideradas com a
degradacéo finalizada. Deste modo, mesmo que a calibrag&o levasse a um erro
negativo da ordem de 50% na concentragéo de uma solugédo com 10,1 mg L™,
ainda assim o instrumento indicaria que a degradacdo esta incompleta. Por
outro lado, se um erro positivo de igual grandeza for observado para uma
amostra contendo 4,9 mg L™, o instrumento indicard erroneamente que a
degradacdo esta incompleta. Em ambos 0s casos deve-se observar que nao
haveria o descarte de solugdo com concentracdo maior que a estabelecida

pelos protocolos, garantindo um procedimento seguro.

Para averiguar o correto funcionamento do sistema de decisdo foi
idealizado um conjunto de amostras sintéticas para comparacdo dos
resultados. O instrumento foi ligado e aguardou-se o tempo de estabilizacao
(aproximadamente 15 minutos) antes de proceder-se a calibracdo com o0s
pontos descritos. Com a calibragdo realizada, cinco niveis de concentragcédo
(2,0; 5,0; 7,0; 10,0 e 15,0 mg L™) foram lidos para verificar a resposta do
instrumento proposto. Estas concentragbes foram escolhidas de forma a

verificar se o instrumento daria a resposta correta de finalizacdo da reacéao.
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Assim, para os valores escolhidos seriam avaliadas uma amostra com
resultado de degradacdo concluida (2,0 mg L) e quatro respostas de

“reinjetar”, indicando a néo finalizacdo do processo de degradacéo.

Os resultados obtidos para as leituras das amostras sdo encontrados na
Tabela 7 e também na Figura 45, a qual mostra a curva de calibracdo obtida
em conjunto com os pontos referentes as amostras testadas. Observa-se que
as respostas obtidas com o instrumento proporcionaram erros relativos
positivos, variando entre 2,7 % e 22,5 %, quando estes resultados sao
comparados com as concentracfes adicionadas a amostra. Apesar disto,
nenhuma das amostras avaliadas foi classificada erroneamente com relacdo a
conclusdo do processo de degradacdo, o que mostra que o instrumento foi

eficiente neste sentido.

Tabela 7 - Resultados obtidos para o teste do sistema de decisdo do instrumento proposto.

~ | Concentracdo Medias dqs
Concentracao indicada pelo concentragoes | Erro Resposta fornecida Aicertos
das amostras | . indicadas pelo | relativo . (+=acerto)
1 instrumento | . pelo instrumento _
(mgL™) (mg LY mstrum_elnto % (-=erro)
(mg L7)*

2,58 Degradacédo Concluida +

2,0 1,98 2,45+0,42 +22,5 | Degradacdo Concluida +
2,78 Degradacédo Concluida +

7,47 Reinjetar +

7,0 7,93 7,54+0,36 +7,7 Reinjetar +
7,23 Reinjetar +

9,96 Reinjetar +

10,0 10,19 10,27+0,36 +2,7 Reinjetar +
10,66 Reinjetar +

5,85 Reinjetar +

5,0** 5,23 5,55+0,31 +11,0 Reinjetar +
5,58 Reinjetar +

15,14 Reinjetar +

15,0** 17,00 15,94+0,96 +6,3 Reinjetar +
15,67 Reinjetar +

*Valores com indicacdo dos desvios padréo
**Linhas em cinza — leitura dos padrdes de calibrag&o do instrumento.
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Figura 45 - Curva de calibragdo do instrumento (losangos azuis) e respostas do instrumento para
as solucdes utilizadas no teste (asteriscos marrons). Rétulos dos dados indicam (concentragao
fornecida ; sinal lido).

Com o0 objetivo de avaliar se o modo de calibracdo empregado
proporcionou 0s erros relativos observados, procedeu-se a calibracdo
utilizando-se a resposta do instrumento para trés solucdes (2,0; 5,0 e 15,0 mg
L) e a regressdo linear por minimos quadrados a partir do aplicativo Excel
para se determinar as concentracbes das amostras. Conforme pode ser

observado na Tabela 8.

Para comparacao foi feita uma calibracdo utilizando o Excel para o
calculo das concentracbes estimadas. A curva para o calculo das

concentracOes estimadas pode ser visualizada na Figura 46.
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Figura 46 - Curva analitica para estimativa dos erros relativos entre a regresséao linear com Excel e
o sistema de calibracdo do instrumento.

Tabela 8 - Descrigdo dos erros relativos entre as concentragdes de referéncia, as concentragcdes
estimadas pela curva analitica (Excel) e os resultados fornecidos pelo instrumento proposto.

[BE]/mg L* Erros relativos** %
[BE]*er/ mg L™
Cal. Excel Cal. Instr. Cal. Excel Cal. Instr.

2,00 1,99 2,45 -0,4 22,5
5,00 5,13 5,55 2.6 11,0
7,00 7,38 7,54 55 7,7
10,0 10,16 10,27 1,6 2,7
15,0 15,56 15,94 3,7 6,3

*Concentracdes de Referéncia
**Erros relativos a concentragéo de referéncia

A Figura 47 mostra a curva de comparacgéo entre os valores estimados
pela curva analitica usando o Excel e o valor estimado pela calibragdo do
instrumento. A figura mostra que a curva apresenta uma boa linearidade com
os pontos se enquadrando de forma satisfatéria a reta estimada (R?=0,9994).
Outra informacdo importante pode ser observada a partir dos dados de
regressao encontrados na tabela 9. Os resultados para a interse¢gdo mostram
que existe uma tendéncia do valor de intersecdo se afastar de 0. Esse
resultado indica que os resultados do instrumento proposto sdo levemente

superiores aos resultados estimados. Esta variacdo é fruto do processo de
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calibragcdo adotado para o instrumento. Por usar somente dois pontos para
calibragdo o software embarcado suprime a constante (intersegao)
considerando o seu valor 0. Este processo faz com que o0 equipamento
superestime a concentracdo da solucdo. Apesar de ser uma fonte de erro
sistematico no funcionamento do instrumento este € contornado pela escolha
do limite de decis&o definido (5,0 mg L™), que j4 é um valor inferior ao valor
considerado ideal para garantir que qualquer erro ou flutuacdo de leitura ndo
remeta a um erro de interpretacdo e a uma resposta errada e por consequéncia

indique um descarte em um momento indevido.

20,00 -
y = 0,9483x + 0,647
R? = 0,9994
15,00 -
(]
1]
-
210,00 -
c
[¢}]
£
o
2 500
m
m,
0,00

7

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
[BE] estimada Excel

Figura 47 - Curva de comparagao entre os resultados de concentracdo fornecidos pelo
instrumento proposto e as concentracdes fornecidas pela regressao linear utilizando o Excel.
Concentracao de brometo de etidio [BE] em mg L™.

Tabela 9 - Dados de regresséo para curva de comparagao da figura 48

0, 0,
Coeficientes Erro padréo . 954 954
inferiores superiores
Intersegdo 0,6470 0,1276 0,2409 1,0531
Inclinagdo 0,9483 0,0138 0,9045 0,9920
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5.3 — Sistema de deteccdao alternativo

A forma alternativa de deteccdo de BE baseada nas imagens digitais
obtidas por celular foi avaliada preliminarmente com o monitoramento das
respostas das componentes R, G e B para solucdes padrdo de BE na faixa de
concentracéo de 1,0 a 20,0 mg L™ preparadas em solucédo tamponada de DNA.
A Figura 48 mostra que a componente R proporcionou a resposta mais
sensivel para as concentracdes estudadas e que a faixa linear para as medidas
nesta componente se encontra entre 1,0 e 50 mg L. De fato, como se
observa na Figura 49, a emissdo do fluoréforo apresenta uma coloracdo
laranja/avermelhada que justifica a melhor sensibilidade para a componente R.
Nesta figura, observa-se também que a fotografia obtida para a solucao do
branco (0,0 mg L* em BE) apresenta um fundo verde, decorrente do
espalhamento da radiacdo de excitacdo na cubeta, o qual leva a um aumento

do sinal de fundo para a componente G.

200 -
. 160 -
o
® 120 -
g ——R
E 80 1 G
=B
40 -
. — —A
0 M T T |
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0

Concentragio de BE (mg L)

Figura 48 - Variacao dos sinais R, G e B para os estudos iniciais com os padrdes de 1,0 a 20,0 mg
L™~ de BE
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Figura 49 - Imagens da variagdo da coloragdo emitida pelo BE com o aumento da concentragao.

A partir destes resultados preliminares, construiu-se uma curva de
calibracdo com cinco niveis de concentracdo variando de 1,0 a 5,0 mg L™
Conforme apresentado na Figura 50, a curva apresentou um comportamento
linear satisfatorio (R*=0,9904) sendo estimado um limite de deteccéo de 0,91

mg L™, o qual foi calculado a partir do médulo do intercepto.

120.0
o
Qo y = 20,067x - 9,1333
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5
o
£
o]
© 40,0
[e]
®
-
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Figura 50 - Curva analitica obtida através da analise das imagens dos padrdes de BE

As curvas analiticas obtidas, para a mesma faixa de concentracéo,

utilizando-se um espectrofluorimetro comercial (Figura 51) e o fluorimetro a
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base de LED proposto (Figura 52), apresentaram coeficientes de determinacao
de 0,9957 e 0,9927, respectivamente, 0s quais sdo comparaveis ao obtido com
a estratégia proposta por imagens. Apesar disto, os limites de deteccéo obtidos
para estes mesmos instrumentos (0,02 mg L™ para o espectrofluorimetro e
0,04 mg L™ para o fluorimetro de LED) s&o menores que aquele obtido para a
estratégia com o celular. Esta diferenca se deve possivelmente ao elevado
valor do médulo para o intercepto em “y” encontrado para a curva analitica
construida com o celular, para o qual ndo foi diagnosticada a sua origem. De
qualquer forma, os dados obtidos com o celular demonstraram um
desempenho aceitavel se considerada a faixa de trabalho a ser aplicada para a

determinacao de BE nos residuos laboratoriais.
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Figura 51 - Curva analitica determinada no fluorimetro comercial (Cary-Eclipse).
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Figura 52 - Curva analitica determinada para os padrdes de BE no fluorimetro proposto (LED).
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Pode-se observar que para as faixas de respostas dos instrumentos o
fluorimetro de bancada apresentou o melhor limite de deteccado seguido pelo
fluorimetro proposto e por ultimo o método de analise de imagens utilizando o
celular. Isto pode limitar a aplicabilidade da analise de imagens para amostras

de concentra¢des muito baixas (menores de 1,0 mg L™).

Para verificar o funcionamento frente a amostras reais foi realizado um

experimento com solugdes residuais descrito na proxima secao.

5.4 - Determinacao de BE em amostras residuais.

Para a verificagdo do funcionamento do sistema de anélise de imagens e
do fluorimetro de LED com relacdo a determinagcdo em amostras reais foi
realizada a leitura utilizando o protocolo de analises explicado anteriormente.
Para isto, foi selecionada uma amostra de residuo do depdsito temporéario de
da GRP. Primeiramente foi verificado que esta amostra continha somente
tracos de BE, os quais ndo seriam detectados pelos instrumentos. Entretanto, a
composicdo da matriz, a base de residuos de gel e de DNA, permitiram simular

adequadamente uma situacao real, apos a fortificacdo desta amostra com BE.

A amostra selecionada foi filtrada em papel de filtro qualitativo para
remocao de residuos de gel e outros sélidos em suspenséo, e, posteriormente,
transferida para 5 baldées de 25,00 mL onde foram adicionados volumes
especificos de uma solucdo estoque de BE para compor solugbes com

concentracdes de 0,0 a 20,0 mg L™ do analito.

Para a leitura nos instrumentos, estas amostras foram diluidas de forma
a ficarem com concentra¢gBes dentro das curvas analiticas para os instrumentos
em 10 mL de solugéo tamp&o DNA 2,0 mg mL™, sendo o volume dos balGes de
25,00 mL completados com agua purificada, compondo as concentracdes finais
indicadas na Tabela 10.
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Tabela 10 - Diluigcdo das amostras de residuos dopadas para leitura nos instrumentos.

o Volume pipetado da Concentracgéao final em
Concentragao inicial
1 amostra 25 mL
(mg L™ )
(mL) (mg L)
0,0 12,500 0,0
2,0 12,500 1,0
5,0 12,500 2,5
10,0 6,250 2,5
20,0 3,125 2,5

As curvas analiticas foram produzidas da mesma forma com 10 mL de
solucéo tampado com DNA os volumes especificos de BE em baldes de 25 mL e
avolumados até a marcacdo com agua destilada. As concentracdes foram as

descritas na sec&o anterior (cinco niveis variando de 1,0 a 5,0 mg L™).

ApoOs as leituras dos padrdes, construiram-se as curvas analiticas cujos

parametros obtidos estdo resumidos na Tabela 11.

Tabela 11 - Dados das curvas analiticas obtidas para a determina¢do do BE nas amostras reais
dopadas.

Coeficiente de
Instrumento Inclinagéo Intercepto determinacao
(R
Fluorimetro de LED 0,281 0,130 0,9966
Fluorimetro de Comercial 31,62 22,94 0,9932
Celular 18,97 -10,90 0,9908

Das trés curvas obtidas pode-se observar que a que apresentou a menor
correlacdo é a curva obtida com o celular. Entretanto, deve-se levar em conta

que nestas medidas nenhum tipo de tratamento de dados foi aplicado,
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utilizando-se apenas a variacdo da componente R do sistema RGB para as
medidas.

A partir dos dados das curvas e da leitura das amostras, foram
determinadas as concentracfes das amostras diluidas. Na tabela 12 podem-se

observar os valores encontrados para as solucdes analisadas.

Tabela 12 - resultados de concentracdo obtida para as amostras de residuos determinadas pelos
equipamentos testados.

Concentracao da solucéo Fluorimetro de Fluorimetro Celul
elular
(mg L™ LED Comercial )
L 1 (mg L")

Solucéo inicial | Solucgéo lida (mgL™) (mgL™)

2 1 0,82 0,80 0,88

5 2,5 2,45 2,57 2,46

10 2,5 2,72 2,65 2,61

20 2,5 2,56 2,65 2,54

Para comparacdo dos resultados foram calculadas as médias e os
desvios padrées das solucdes de 2,5 mg L™ Os valores calculados se

encontram na tabela 13.

Tabela 13 - Concentracdes e desvios padrfes estimados para as concentragfes de 2,5 mg L-1 dos
padrdes lidos.

Fluorimetro LED Fluorimetro Comercial Celular
(mg L™) (mg L™) (mg L™)
258 +0,14 2,62 + 0,05 2,54 + 0,08

As comparagdes foram realizadas levando em consideracdo o
Fluorimetro comercial como méetodo de determinacdo de referéncia, entdo as
comparacdes foram realizadas entre o Fluorimetro de LED e o Fluorimetro

comercial e entre o celular e o Fluorimetro comercial.

Primeiramente, foram realizados os testes F para comparar as
variancias obtidas. Nas duas situacdes as variancias foram equivalentes
(Fcalc<Fcritico). Com base na andlise das variancias foram realizados os

testes t com 95 % de confianca para cada situacdo. Novamente, para os dois
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casos, os valores também foram considerados equivalentes. Na Tabela 14 s&o
apresentados os resultados para as duas comparacgdes realizadas.

Tabela 14 - Resultados dos testes de variancia e de comparac¢ao dos resultados obtidos

Comparacdes Fluorimetro de LED Celular
X X
Fluorimetro comercial Fluorimetro comercial
Valores criticos
F(Z:Z) =19 Fcalculado = 7,99 Fealculado = 2,53
t(2,950%) = 2,776 tcalculado = 0,534 tcalculado = 1,578

Esses resultados indicam que tanto o uso do celular quanto do
fluorimetro de LED proposto apresentam resultados semelhantes ao fluorimetro
comercial de bancada, demonstrando formas mais simples e baratas para se

detectar o BE em soluc¢des residuais.

Dos resultados da Tabela 12, foram recuperadas as concentragfes
originais das amostras lidas. Novamente foram comparados os valores obtidos
entre o Fluorimetro comercial versus o Fluorimetro LED proposto e o uso do
celular. Na Tabela 15 s&o mostrados os valores recuperados com 0 seu erro
relativo ao valor de referéncia e na Figura 53 mostram-se os graficos de
correlacdo entre os resultados obtidos com o fluorimetro de LED ou com
imagens de celular em relacdo as medidas com o fluorimetro comercial. Nas
Tabelas 16 e 17, sdo mostrados os resultados das regressdes para as
comparacdes entre as medidas com fluorimetro de LED versus fluorimetro
comercial e imagens com o celular versus fluorimetro comercial,

respectivamente.
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Tabela 15 - valores recuperados para as amostras analisadas concentragao e erro relativo ao valor
de referéncia.

Valores de Fluorimetro LED Fluorimetro comercial Celular
referéncia (mg L™ (mg L™ (mg L™
(mg L'l) Valor (erro %) Valor (erro %) Valor (erro %)
2,0 1,64 (-17,9) 1,59 (-20,1) 1,76 (-12,2)
5,0 4,90 (-2,0) 5,13 (2,6) 4,92 (-1,6)
10,0 10,89 (8,9) 10,61 (6,1) 10,45 (4,5)
20,0 20,64 (3,2) 21,34 (6,7) 20,51 (2,5)
25,0 @ 25,0 ®
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Figura 53 - curvas de comparacdo entre os resultados obtidos para o Fluorimetro comercial versus
o] Fluqrimetro LED proposto (a) e o uso do celular (b). Concentra¢des de brometo de etidio [BE] em
mg L™,

Os valores da Tabela 16 mostram os parametros de regressao (figura
53a) para a comparagédo entre os resultados obtidos com o Fluorimetro de LED
proposto e o fluorimetro comercial de bancada. Os resultados de regressao
mostram que o0s dois equipamentos tem resultados que podem ser
considerados equivalentes. Os valores das variacdes na interse¢cdo englobam o

valor O e a inclinagao engloba o valor 1.
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Os resultados para a comparacgao entre as medidas com o fluorimetro de
bancada e com o uso do celular, s&o mostrados na Figura 53b e na Tabela 17.
Novamente, foi observada uma boa correlacédo entre os dados indicando uma

elevada semelhanca nas respostas dos instrumentos.

Tabela 16 - Dados da regressao referente ao grafico da figura 53a - comparagdo entre o
Fluorimetro comercial e o Fluorimetro LED.

Erro Variagéo Variagéo
Coeficientes ~ 95% 95%
padréo . . .
inferiores superiores
Interse¢do 0,1569 0,3126 -1,1880 1,5018
Incinagdo 0,9680 0,0256 0,8579 1,0781

Tabela 17 - Dados da regressdo referente ao gréfico da figura 53b - comparagcdo entre o
Fluorimetro comercial e o as anélises utilizando o celular.

Variagdo Variagdo

Coeficientes Erro padrdo 95% 95%

inferiores superiores
Intersecao 0,1791 0,1295 -0,3782 0,7364
Inclinagdo 0,9545 0,0106 0,9089 1,0002
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6 - Conclusodes

O presente trabalho demonstrou que € possivel se construir um
fluorimetro para deteccdo de BE com materiais considerados alternativos e de
baixo custo e funcionando com um rendimento similar ao de um fluorimetro de
bancada. Os experimentos realizados comprovaram a sua eficiéncia para a
determinacdo de BE em solugdes residuais. Estes testes iniciais também
comprovaram que o uso de materiais de baixo custo como o LED e o filtro
plastico obtido da embalagem de “tic-tac” foram, apesar das limitagdes

mostradas, também eficientes para aplicacdo no instrumento

Os experimentos utilizando analise por injecdo em fluxo demonstraram
que o instrumento proposto pode ser aplicado com analitos diferentes do
brometo de etidio, onde ndo exista uma cinética de reacdo muito lenta que
possa influenciar muito na aquisicdo do sinal. Testes futuros para outros
analitos podem ser interessantes visando aumentar a aplicabilidade do
instrumento proposto. Como visto existem possibilidades para monitorar outros
fluoréforos na faixa de excitacdo do LED e de emisséo dos filtros utilizados. Os
experimentos envolvendo nitrito e a rodamina B também demonstraram que
pode existir uma aplicacéo interessante nesta area que nao foi explorada neste

trabalho.

Para o caso do brometo de etidio a mudanca de estratégia de fluxo,
adotando-se a estratégia stoped-flow, facilitou bastante o processo de
automatizacdo para amostragem do residuo. A programacdo dos
microcontroladores para os controles da microbomba e da bomba peristéltica
foram implementados de forma muito mais facilitada e garantiram a
manutencao do baixo custo do equipamento (cerca de R$ 550,00). O sistema
automatizado proposto também tem a vantagem de expor menos o operador
aos riscos do brometo de etidio. Mesmo existindo uma tendéncia a
superestimar os resultados apresentados, 0s experimentos com o sistema de
decisdo mostraram que 0 equipamento ndo errou em nenhuma das

concentracdes estudadas e que este € seguro em apontar 0 momento certo
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para descarte. Assim, 0 equipamento automatizado aliado ao sistema de
decisdo permite ao operador um melhor controle da reagdo de degradacao

permitindo uma garantia de que ao descartar o seu material ndo existem riscos.

Os testes realizados com a aquisicdo de imagens utilizando uma camera
de celular em conjunto com o aplicativo color detector real time foram muito
promissores. Os experimentos realizados com o brometo de etidio mostraram
que é possivel se utilizar a cdmera do celular junto com o aplicativo (gratuito)
para a aquisicdo de informacdes analiticas. As comparacdes realizadas entre
os dados obtidos com o Fluorimetro LED proposto, o celular e um Fluorimetro
de bancada comercial mostraram que tanto o Fluorimetro LED quanto o celular,
para esta aplicacdo, apresentaram resultados semelhantes e que o celular é
uma alternativa interessante como forma de deteccéo da fluorescéncia do BE.
Futuramente, seria interessante se expandir a aplicabilidade desta abordagem
com o desenvolvimento de um software (aplicativo) onde seja realizado o
processo completo de aquisicdo do sinal (leitura, selecdo da componente R,G
ou B, construcdo da curva analitica e calculo das concentracfes) e testar a

versatilidade do celular para outros analitos.

Em suma, o Fluorimetro de LED proposto mostrou uma boa
aplicabilidade e funcionamento para 0s objetivos que foram propostos no

trabalho aliado a uma facilidade de uso e um baixo custo.
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