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RESUMO

VIEIRA, G.P. Desenvolvimento de procedimento analitico automatico para
determinacao espectrofotométrica de microcistinas em aguas empregando o
processo de multicomutagao em fluxo. 2009. 83 f. Tese (Doutorado em Ciéncias)
— Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba,
2009.

Neste trabalho, propde-se o desenvolvimento de procedimento analitico
automatico para determinacdo espectrofotométrica de microcistinas em aguas
empregando o processo de multicomutagdo em fluxo. O méddulo de analise para
implementar o procedimento analitico empregou um bomba de seringa para
propulsdo de fluido e valvulas solendide para controlar a amostragem. A bomba de
seringa foi construida no laboratério de Quimica Analitica, CENA/USP, onde foi
empregado um motor de passo para fazer o deslocamento do émbolo da seringa.
Como detectores foram empregados, um fotdmetro da Oriel Instrument e um
fotbmetro desenvolvido no laboratdrio de Quimica Analitica, CENA/USP, baseado
em um fotodiodo da BURR-BRAWN e projetado para este procedimento. Uma cela
de fluxo com caminho éptico de 40 mm e volume interno de 32 pL, foi construida sob
medida para permitir facil acoplamento da fonte de radiacdo (LED) e dos
fotodetectores, formando uma unidade compacta. O controle do sistema de fluxo,
incluindo o motor de passo, foi executado por um microcomputador usando um
software escrito em linguagem Quick Basic 4.5. Os sinais gerados pelos fotdbmetros
em diferenca de potencial eram convertidos para digital por um multimetro e
enviados para o computador através da interface serial 232. O sistema proposto foi
empregado para determinacdo de microcistinas em aguas de rios e lagoas. A
exatiddo foi averiguada comparando com os dados obtidos empregando um
equipamento ELISA. A faixa de concentragao situada entre (0,1 e 0,8 ng'1) de
microcistina indica que o sistema proposto pode ser usado em servigos de
tratamento de aguas onde o requerimento da ANVISA (Portaria n°518, 2004) deve
ser alcancgado.

Palavra-chave: Analise por injecdo em fluxo, Multicomutacdo, Microcistinas, Aguas.



ABSTRACT

VIEIRA, G.P. Development of the automated analytical procedure for
spectrophotometric determination of microcystins in waters employing the
multicommutation process in flow. 2009. 83 f. Thesis (Doctoral) — Centro de

Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2009.

In this work, it was proposed the development of an automated analytical
procedure based on multicommutation for the photometric determination of
microcystins water. The flow module to implement the analytical procedure employed
a syringe pump for solution propelling and solenoid valves for sampling control. The
syringe pump was constructed in the laboratory CENA/USP, employed a step-motor
to carry out the displacement of the syringe piston. As photodetectors was employed
an Oriel Instrument photometer and a photometer developed in the laboratory
CENA/USP based on a BURR-BRAWN photodiode and designed to be used in this
procedure. A flow cell with optical pathlength of 40 mm and inner volume of 32 pL
was tailored to allow easily coupling of radiation source (LED) and photodetector,
forming a compact unit. The control of the flow system, including the step-motor was
performed by a microcomputer using a software wrote in Quick BASIC 4.5. The
signals generated by the photometers in difference of potential were converted to
digital by a digital multimeter and sent to the microcomputer through the serial
interface 232. The proposed system was employed for the photometric determination
of microcystins in water. Accuracy was assessed comparing the results with those
obtained using a ELISA instrument. The concentration response (0.1 - 0.8 ng'1
microcystins) and limit of detection lower than 0.01 pgL™ microcystins, indicated that
the proposed system can be used in plants of water treatment where the ANVISA

requirement must be maintained.

Keywords: Flow injection analysis, Multicommutation, Waters, Microcystins.
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1. INTRODUCAO

As cianobactérias sdao organismos procariontes pertencentes ao grupo das
bactérias. Estima-se que o surgimento ocorreu ha 3,5 bilhdes de anos. Geralmente,
sdo encontradas em ambientes aquaticos (fitoplancton) e apresentam um
crescimento em larga escala, conhecido como floragdo (bloom). Sao estaveis em
agua, podendo resistir a variagbes de temperatura na faixa de 15 a 30 °C e
variagcdes de pH entre 6 e 9. Evoluem em exposigédo prolongada a radiagao solar e
na presenca de compostos nitrogenados e fosfatados, gerando a eutrofizagdo dos
ambientes aquaticos (LEMES; YUNES, 2006).

O uso em larga escala de compostos nitrogenados e fosfatados, tais como
detergentes e fertilizantes, os quais terminam alcangando os corpos d’agua, séo
considerados os principais fatores relacionados as floracdes de cianobactérias em
aguas superficiais, resultando na contaminagdo dos mananciais utilizados para o
abastecimento publico (CARMICHAEL, 1994; LINDNER et al, 2004). As
cianobactérias normalmente apresentam-se em agua limpa e de preferéncia com
material organico, que serve como alimentag&o para viver, crescer e se multiplicar. A
microcistina é a toxina que a cianobactéria libera para se defender no ambiente
aquatico.

O risco de proliferagao de cianobactéria € maior em regides de alta densidade
populacional, onde ndo dispdem de eficiente sistema de tratamento de esgoto. O
crescimento rapido dos microrganismos em aguas superficiais ocorre com o
predominio de uma ou mesmo poucas espécies de cianobactérias produtoras de
toxinas, ou metabdlitos que inibem a predacdo por microcrustaceos, larvas de
peixes, moluscos, etc. Esses consumidores primarios irdo preferir consumir as
microalgas n&o toxicas e com maior valor nutricional, contribuindo para a redugao
das microalgas, resultando em uma diminuigcdo dos consumidores primarios. Como
resultado desses processos, tende-se a aumentar no meio aquatico a participacao
das cianobactérias toxicas como organismos fitoplanctdnicos dominantes
(SIVONEN; JONES, 1999).

A principal preocupagao com a ocorréncia de floragdes de cianobactérias em
mananciais de abastecimento de agua é a capacidade desses microrganismos de

produzir e liberar para o meio aquatico toxinas (cianotoxinas), as quais podem trazer
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sérios riscos a saude humana. Esse risco pode ser relacionado a ingestdo da agua,
ao contato com atividades de recreacdo no ambiente ou consumo de pescado
contaminado. A principal via de intoxicagao é oral através do consumo da agua sem
tratamento para remogao das toxinas (FALCONER, 1998; KUIPER-GOODMAN;
FALCONER; FITZGERALD, 1999).

As floracbes de cianobactérias tém consequéncias danosas para os
organismos vivos e para 0 meio ambiente, alterando o equilibrio dos ecossistemas
aquaticos. Geralmente sao visiveis, criando um biofilme superficial de cor verde,
modificando a transparéncia da agua e resultando a desoxigenagéo de lagos e rios.
As substéncias liberadas produzem gosto e odor desagradaveis, interferindo na
qualidade da agua em reservatoérios de uso humano.

A grande preocupacao em relagao as toxinas produzidas pelas cianobactérias
€ que elas nao sao facilmente removidas por processos convencionais de tratamento
de agua. Alguns estudos comprovam que tais toxinas resistem até mesmo a fervura.
Dentre as cianobactérias, a microcistina LR (leucina-arginina) € a encontrada com
maior frequéncia (LEMES; YUNES, 2006).

Atualmente, ha uma grande preocupacgédo das autoridades sanitarias com a
presencga de toxinas liberadas por cianobactérias em aguas superficiais usadas para
abastecimento publico. Essa preocupagao tem como fundamento a comprovagao de
que tais toxinas representam um grande risco para a saude (RAPALA et al., 2002;
MORENO; REPETTO; CAMEAN, 2003; NISHIWAKI-MATSUSHIMA et al., 1992).
Segundo a literatura, ja foram identificados mais de 60 tipos de microcistinas (OHTA
et al., 1994; RAPALA et al., 2002), sendo citadas como as mais potentes causadoras
de tumores (NISHIWAKI-MATSUSHIMA et al., 1992; OHTA et al., 1994; RAPALA et
al., 2002; MORENO; REPETTO; CAMEAN, 2003).

Embora a literatura documente a existéncia de varios tipos de toxinas
liberadas por cianobactérias em aguas superficiais, (CARMICHAEL, 1994; LINDNER
et al., 2004) o foco das agéncias reguladoras esta direcionado para as microcistinas
que apresentam alto potencial de toxidez (CARMICHAEL et al., 1988;
CARMICHAEL, 1994; RAPALA et al., 2002; SHEN et al.,, 2003; LINDNER et al.,
2004). Ha registro de casos fatais ocorridos no Brasil relacionados a presencga desta
toxina em solugado de hemodialise (JOCHIMSEN et al., 1998; CARMICHAEL, et al.,
2001; AZEVEDO et al., 2002; LAWTON et al., 2003).
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A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu em 1 pgL” a
concentragdo maxima de microcistina em aguas para consumo (LINDNER et al.,
2004; LAWTON et al., 2003). Este valor também foi adotado no Brasil através da
Portaria n°1469 do Ministério da Saude, Monitoramento de Cianobactérias e
Cianotoxinas, a qual foi publicada em 29 de dezembro de 2000 (BRASIL, 2000). No
presente, estd em vigéncia a portaria n°® 518 de 25 de marco de 2004 (BRASIL,
2004), a qual manteve os mesmos niveis de concentragdo para esta toxina.

Para atender este requisito € necessario dispor de procedimentos analiticos
de alta sensibilidade; em geral, tem sido empregada cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) (ZECK; WELLER; NIESSNER, 2001), cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) (AVERSANO; EAGLESHAM,
QUILLIAM, 2004), eletroforese capilar com deteccdo por espectrofotometria
ultravioleta (VASAS et al., 2002), etc.

Segundo J. Rapala et al. (2002) os procedimentos baseados na inibicdo da
proteina fosfatase (Protein Phosphatase Inhibition Assay, PPI-Assay) e ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assays) s&o mais sensiveis que os baseados em
cromatografia. A literatura consultada evidencia a necessidade de se dispor de
procedimentos analiticos de facil implementagao, custo moderado e resposta rapida,
para permitir a tomada de decisdo em tempo habil, evitar possivel contaminacéo da
agua servida para consumo humano, da agua destinada para recreagdo bem como
para outras atividades econémicas.

Observa-se na literatura que, em grande parte, os estudos com microcistinas
em aguas empregam a metodologia ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assays)
nos procedimentos para sua determinacdo (RAPALA et al., 2002; SHEN et al., 2003;
LEMES; YUNES, 2006). Esta metodologia emprega instrumentagcdo de custo
moderado, baseada em deteccdo espectrofotométrica permitindo alcancar alta
sensibilidade. Em geral, os reagentes necessarios sdo adquiridos no mercado na
forma de Kits, os quais sao fornecidos acompanhados pelo receituario a ser seguido.
Dado a sua praticidade, esses Kits alcangaram grande aceitagdo em todo mundo,
pois dentre as vantagens oferecidas, estd o fornecimento dos anticorpos
imobilizados em suporte solido.

O crescimento em larga escala do processo FIA (Analise por Inje¢do em
Fluxo) juntamente com as virtudes de suas caracteristicas analiticas como

versatilidade, baixo consumo de reagentes, equipamentos de baixo custo, etc,
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permitiu obter grandes beneficios no desenvolvimento de procedimentos com
excelentes resultados e alta produtividade.

Com a evolugdo do processo FIA, surgiu a estratégia denominada
multicomutacédo, permitindo que a manipulagdo das solugbes de amostras e
reagentes fossem controladas por um microcomputador. Como grande contribui¢do
para a Quimica Limpa, podemos considerar que as vantagens deste processo
permitem o controle necessario do tempo, garantindo uma boa repetibilidade dos
resultados, e principalmente, a economia dos reagentes. Empregando um
microcomputador com um software apropriado, € possivel controlar o tempo de
funcionamento das valvulas solendide, que compdem o modulo de analise,
garantindo a inser¢gdo de quantidade necessaria de reagente para o
desenvolvimento da reagcdo envolvida no procedimento analitico. Fato este muito
importante, tanto do ponto de vista econémico, como do ponto de vista ambiental,
onde podemos destacar uma menor quantidade de residuo gerado. Outro fator de
suma importancia é que, além do tempo da analise ser reduzido, o contato do
analista passa a ser menor, evitando assim possiveis contaminacgoes.

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de instrumentacdo e
procedimento automatico para determinagao de microcistinas em aguas de represas,
rios, lagos, etc. O procedimento de determinacgao foi implementado & partir de um Kit
comercial, ELISA, o qual é composto por pogos com anticorpo imobilizado e
reagentes para o desenvolvimento das reagdes. No plano de pesquisa, foi proposto
o desenvolvimento do instrumento de detecg&o fotométrica empregando LED como
fonte de radiacao e fotodiodo de alto desempenho para converter a absorcdo da
radiacdo emitida pelo LED em diferengca de potencial. Tendo em vista que, a
alteracdo do meio reacional para melhorar a sensibilidade do método poderia nao
ser viavel, foi desenvolvido um sistema de detec¢do fotométrica com sensibilidade
suficiente para atender as exigéncias do Ministério da Saude, que estabelece em 1

ng'1 a concentragdo maxima de microcistina em aguas para consumo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cianobactérias

Floragbes de algas azuis-esverdeadas, conhecidas como cianobactérias, sdo
encontradas em lagos, tanques e rios eutrofizados no mundo todo. Em paises
tropicais, os tanques que sao facilmente poluidos e expostos a altas temperaturas
com uma intensa luminosidade, estabelecem 6timas condi¢gdes para o crescimento
desses microorganismos, os quais podem multiplicar-se até proliferarem causando
uma chamativa coloragao verde na agua com aparéncia de um caldo. Prever como e
onde as floragbes serdo formadas € uma tarefa muito dificil (PITOIS; JACKSON;
WOOD, 2000; TYAGI et al., 1999).

A duracédo e o tempo de permanéncia das floragcbes de cianobactérias
dependem largamente das condi¢des climaticas da regido. Em zonas temperadas,
floragdes de cianobactérias tendem a surgir com mais frequéncia durante o final do
verdo e comego de outono com duragdo de 2 a 4 meses. Em regides do
Mediterraneo ou clima subtropicais, as floragdes talvez possam iniciar mais cedo e
persistir por um tempo maior. Na Franga, pode permanecer por um periodo de 4
meses. No Japdo, em Portugal, Espanha, Africa do Sul e sul da Austrélia as
floracbes podem persistir por um periodo de 6 meses ou até mais. Em anos com
seca predominante, areas com clima tropical e subtropical da China, Brasil e
Australia, as floragdes de cianobactérias talvez possam ocorrer quase o ano todo
(CHORUS; BARTRAM, 1999).

Um tépico a ser abordado €& a produgdo de toxinas pelos organismos.
Cianobactérias sao bactérias gram-negativas capazes de produzirem um alto indice
de toxinas como metabdlitos, tais como, as cianotoxinas. A classe das
cianobactérias compreende 150 géneros e aproximadamente 2000 espécies. Os
organismos responsaveis pelo envenenamento liberado pela toxina da cianobactéria
incluem aproximadamente 40 géneros, sendo os mais conhecidos Anabaena,
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nostoc e Oscillatoria
(Planktothrix) (CARMICHAEL et al., 2001).
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Cianotoxinas sao classificadas como biotoxinas responsaveis pelo
envenenamento crénico e agudo de animais selvagens, domésticos e seres
humanos.

Geralmente as toxinas de cianobactérias mais encontradas sao as
microcistinas e nodularinas. Infelizmente, as toxinas produzidas pelas cianobactérias
nao sédo removidas pelo processo do tratamento de agua convencional como a
floculagédo, sedimentacao, filtragdo e cloragcdo, e também, o tratamento que inclui
permanganato de potassio ou cloreto (PITOIS; JACKSON; WOOD, 2001).

Para o desenvolvimento das cianobactérias € conveniente que as condi¢des
favoraveis do meio estejam com temperatura entre 15 a 30°C, pH neutro ou alcalino
(entre 6 e 9), que haja presenca de nutrientes como nitrogénio e fésforo e também a
presenca de vento constante.

As cianobactérias quando morrem ou envelhecem também liberam toxinas,
potentes e as vezes, letais. Entre as toxinas liberadas podemos destacar a
microcistina-LR, que faz parte do grupo hepatotdxica e anatoxina-a(s), saxitoxina e
neosaxitoxina, que sao consideradas neurotoxicas. Para que ocorra a morte de um
ser humano, via ingestao de agua contaminada devemos considerar: a concentragéo
da toxina (em agua), a quantidade presente, espécie, tamanho e idade da toxina
(TOKARS et al., 1997).

O primeiro registro sobre intoxicagdo com cianotoxinas foi em 1878, o qual
relatou mortes por envenenamento de gados, porcos, cachorros, peixes e morcegos
no sul da Australia. Casos de envenenamento de seres humanos que estavam
praticando natagdo e canoagem, também na Australia, foram relatados.

Um caso lamentavel e bem conhecido no Brasil foi o ocorrido em Caruaru-PE
no més de fevereiro de 1996. Com problemas de mau fornecimento e escassez de
agua na cidade, um caminhdo pipa abasteceu o reservatorio do Instituto de Doengas
Renais (IDR) com agua contaminada com a toxina, ou seja, sem tratamento
adequado. Os pacientes apresentaram muitos sintomas, entre eles toxemia
(presenca de produtos toxicos no sangue), coagulopatia (disturbio coagulagao
sanguinea), lentiddo no sistema nervoso central e insuficiéncia hepatica, levando a
Obito 65 pessoas que estavam passando pelo tratamento de hemodialise (ISMAIL;
BECKER; HAKIM, 1996).

Devido a este grave acidente e ao melhor conhecimento dessa toxina, o

Ministério da Saude decretou a portaria n® 1469, “Monitoramento de Cianobactérias
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e Cianotoxinas”, que foi publicada em 29 de dezembro de 2000. Atualmente existem
recomendagdes sobre como deve ser o processo de retirada desses organismos da

agua para esta ser utilizada no consumo da populacao (CARLILE, 1994).

2.2 Microcistinas

As microcistinas sdo caracterizadas como heptapeptideos ciclicos produzidas
por cianobactérias, principalmente dos géneros; Anabaena, Microcystis, Oscillatoria,
Planktothrix e Nostoc.

A microcistina € uma das toxinas mais comuns entre as existentes, sendo
liberada pela espécie Microcystis aeruginosa. E estimado que possam variar entre
500 e 4000 Daltons, entretanto, a maioria dos membros conhecidos estao entre 900
e 1100 Daltons, sendo conhecidas 65 isoformas da espécie. A maior causa de
envenenamento originada pelas cianobactérias é devido a presencga da Microcistina-
LR (leucina-arginina). A diferenga estrutural das diversas espécies de microcistinas
consiste na variagdo do grau de metilacdo e nas variaveis isoméricas dos L-
aminoacidos. Na Figura 1, € mostrada a forma estrutural da molécula da
microcistina-LR, considerando as formas: Adda: Acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-
trimetil-10-fenildeca-4,6-diendico; Mdha: N-Metil-dehidro-alanina; Glu: Acido-y-
glutaminico; Ala: Alanina; f-Me-Asp: Acido B-p-metil-aspartico (CARMICHEL, 2001).
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Figura 1. Formula estrutural da molécula Microcistina-LR (Leucina (X) + Arginina
(Y)). (CHORUS; BARTRAM, 1999).

A microcistina-LR é uma molécula pequena, composta por sete aminoacidos
conforme descrito no item anterior. A sua forma de atuagdo tem mostrado que a
microcistina-LR atua inibindo enzimas intracelulares denominadas fosfatases,
removendo os grupamentos de fosfato das proteinas. Isso promove uma alteragao
na estrutura do esqueleto celular, modificando a arquitetura e consequentemente a
funcdo das células do figado. Estudos mostram que doses sub-letais das
hepatotoxinas provenientes de cianobactérias estaria associada ao desenvolvimento
de céancer hepatico, uma suposicao muita investigada na China, um pais que
apresenta um alto indice no crescimento da neoplasia (presenga de tumores) na
populagao, é a possibilidade de existir a presenga de cianobactérias nos mananciais
de agua que abastece a populagdo (CARMICHAEL, 1994).

Microcistinas sao soluveis em agua, metanol e etanol, e insoluveis em
acetona, éter, cloroférmio e benzeno. Apresentam comportamento estavel em agua
de reservatorio, pelo prazo menor do que 01 semana, mas sao estaveis por um
periodo muito longo em agua filtrada e desionizada. S&o resistentes a hidrolise
quimica ou oxidagdo com pH proximo de neutro, resistindo a diversas horas de

aquecimento. Em temperatura de aproximadamente 40°C e pH baixo (pH =1) pode
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ocorrer hidrélise lenta em um periodo de 10 semanas, e em pH maior que 9, a
hidrélise pode ocorrer em 12 semanas. Hidrolise quimica rapida pode ocorrer
apenas sob condigdes de laboratério que sao improvaveis de serem alcangadas no
ambiente aquatico, por exemplo, em HCI 6M (CHORUS; BARTRAM, 1999).

Microcistinas podem ser oxidadas pelo ozbnio e outros agentes oxidantes
fortes, sdo muitos estaveis sob luz solar natural. Na presenca de radiacido ultra-
violeta com comprimento de onda proximo da regido de maxima absor¢cao da
microcistina-LR e microcistina-RR, elas se decompdem rapidamente (HITZFELD;
HOGER; DIETRICH, 2000).

Desde o inicio dos estudos ambientais (KAEBERNICK; NEILAN, 2001) ha 20
anos, a formacao de “blooms” de cianobactéria tem sido destacada, ocasionando
grande desenvolvimento de técnicas de analise dessas toxinas, gerando importantes
parametros para estudos na saude publica e ambiental. Desde entéo, determinagdes
da estrutura quimica e estudos ambientais de parametros do meio ambiente
atingindo a producado de toxina tém proporcionado diversos caminhos para a
regulacao e fungéo de algumas das fungdes dessa toxina.

Estudos avaliando o potencial para o uso de “cladocerans” (pequenos
crustaceos) em biomonitoramento de toxinas de cianobactérias através de duas
espécies de zooplankton (Daphnia gessneri e Moina micrura) foram cultivados em
laboratérios para o uso de bioensaios em teste agudo (48 horas) e crénicos (10
dias). Amostras de agua foram armazenadas em dois reservatorios e diluidas em
agua mineral em concentragdes diferentes. Analises do fitoplancton em amostras de
agua revelaram que as cianobactérias do grupo dominante foram representadas
pelo género Anabaena, Cylindrospermopsis e Microcistina (FERRAO-FILHO et al.,
2008).

Amostras de tecido de figado humano (amostras de pacientes com a
sindrome de Caruaru-Brasil, 1996) contaminadas com a microcistina Microcystis
aeruginosa foram estocadas por um periodo de 10 anos em condi¢cdes apropriadas
(-70°C). As analises foram realizadas empregando os métodos ELISA, LC/MS e
GC/MS. Os resultados confirmaram a presenga de microcistina Microcystis
aeruginosa (MCYST) apds o periodo de estocagem, indicando notavel estabilidade
ao longo do tempo (YUAN; CARMICHAEL,; HILBORN, 2006).

Floragdes de cianobactérias téxicas em corpos d’agua usadas como fonte

para consumo humano, recreacao e irrigagao sao frequentes nos dias atuais, devido
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a eutrofizacdo do ambiente. O monitoramento das linhagens toxicas é importante
para prevencao dos efeitos adversos gerados por suas toxinas na saude humana e
animal. Métodos que podemos considerar rapidos e sensiveis, como contagem de
células de cianobactérias, sua identificacdo por microscopia 6tica e andlises das
toxinas para detecgéo, sdo usados em estagcbes de abastecimento de agua e em
programas de monitoramento de mananciais de total interesse. Métodos moleculares
estdo sendo desenvolvidos e propostos para o diagndstico rapido e sensivel da
presencga de cianobactérias toxicas (FIORE et al., 2005).

O tratamento de agua para hemodialise, cuja fungdo € a remogao da toxina
microcistina, deve ser realizado seguindo a desionizagdo e/ou osmose reversa,
respeitando os critérios e manutencdo adequada. Esses critérios variam de acordo
com a caracteristica do servico (volume de agua utilizado, tipo de membrana,
frequéncia de regeneragao, etc.)

Caso ocorra a presenga de microcistina na agua fornecida pelo sistema
publico, independente da sua concentragdo, aconselha-se a dosagem da
microcistina na agua pds desionizagcdo e/ou osmose reversa para garantir a
eficiéncia da regeneracdo e manutencao do tratamento de agua de cada Unidade.
Apos desionizagdo e/ou osmose reversa da agua a microcistina ndo deve ser
encontrada (BRASIL, 2000).

Entre as diversas técnicas utilizadas para a determinagdo de microcistina em
agua, ndao ha nenhuma técnica que possa fornecer uma medida exata da
concentracdo da toxina em toxina de microcistina-LR equivalente, quando ocorre a
mistura completa da toxina em amostras de agua. Cada técnica gera um valor que
requer suposicbes para derivar um resultado em toxicidade equivalente
(NICHOLSON; BURCH, 2001). As técnicas devem ser selecionadas dependendo
das informagbes disponiveis, ou seja, com informag¢des simples, métodos de
controle rapidos como microscopicos, podem ser usados para tomar uma decisdo do
tipo de bioensaio ou técnica fisico-quimica a ser seguida (CHORUS; BARTRAM,
1999).

Sem considerar o método de detecgdo a ser seguido, ha um numero de
critérios na determinagdo da concentragdo de toxina em termos de toxicidade
equivalente de microcistina-LR:

1) A toxina devera ser identificada;
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2) Um padrdo analitico deve estar disponivel, da toxina especifica, para a
concentracao a ser determinada.

Microcistinas podem ser degradadas rapidamente, fotoquimicamente (durante
processos analiticos) e microbiologicamente (MERILUOTO, 1997). Diversos
procedimentos analiticos empregam a técnica de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) para a determinagdo de microcistinas (NICHOLSON; BURCH,
2001). As fases estacionarias mais utilizadas sdo a RP C18 e C8. Entretanto, ha um
excelente estudo no qual foi utilizado a coluna C16 e comparada com a C18. A fase
movel usada para a detec¢cao de microcistina com a coluna C18 é aquosa, podendo
ser metanol ou acetonitrila (MERILUOTO; CODD, 2005).

Diferentes avangos em LC-MS (cromatografia liquida com detector de
espectrometria de massa) tem resultado em pequenos (baixo) limites de deteccéo,
por exemplo a aplicagdo do microbore-LC associada com um IT-MS (ion trap
mobility spectrometer) para a analise de microcistina em amostra de agua do meio
ambiente. O preco da analise pela técnica LC-MS/MS é relativamente alto para
analises de rotina, portanto as determinacdes iniciais nas amostras sao realizadas
frequentemente pelo método ELISA. Amostras positivas e negativas selecionadas
s&o confirmadas por LC-MS/MS depois da extracédo da fase sdlida (SPE) (SPOOF et
al., 2003). Com o uso de Daphnia sp. microcistinas podem ser detectadas
sucessivamente, entretanto, a cultura padrao é realizada com trabalho muito intenso
(CHORUS; BARTRAM, 1999).

Atualmente existem diversos métodos analiticos para deteccdo de
microcistina, onde podemos comparar: caracteristicas, seletividade, limite de
deteccéo, rapidez, etc.(MERILUOTO; CODD, 2005).

Microcistinas sao encontradas na maioria da populagdo de Microcystis spp.,
na qual frequentemente estas cianobactérias formam espumas em alta
concentragdo. Isto também ocorre com microcistina encontrada em Anabaena spp..
Entretanto, Planktothrix agardhii nunca formam espumas e P.rubescens geralmente
nao formam espumas e, ainda, uma alta concentracdo de microcistinas sao
formadas em floragbes dessa classe. Oito microcistinas foram isoladas de treze
classes de Oscillatoria agardhii coletadas em aguas de diferentes lagos (todas as
classes produzem de 2 a 5 microcistinas). Atualmente, a presencga de microcistina foi
mostrada em diversas classes de cianobactérias, denominadas Microcystis

(aeruginosa, wesenbergii e viridis), Anabaena (flos-aquae), Nostoc, Oscillatoria
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(Planktothrix) (agardhii, rubescens e tenius), Anabaenopsis, Haphalosiphon
(hibernicus) e Aphanocapsa (cumulus) (CHORUS; BARTRAM, 1999) e
(CARMICHAEL, 2001). Recentemente, duas novas microcistinas, seco [D-Asp]
microcystin-RR e [D-ASP, D-Glu (Ome)] microcystin-RR, com a [D-Asp] microcistina-
RR, foram isoladas de uma floragao téxica P.rubescens em Lake Bled, Eslovénia
(GRACH-PROGREBINSKY; SEDMAK; CARMELI, 2004).

Fatores ambientais que talvez possam influenciar o crescimento e produgao
de cianobactérias como: nutrientes, luz, pH e temperatura, sdo estudados em
culturas continuas e em batch. A quantidade da produ¢do de microcistina pela
populagdo de cianobactéria em cultura pode ser diretamente proporcional na razéao
do crescimento da toxina, onde os fatores ambientais foram limitantes para o mesmo
(CHORUS; BARTRAM, 1999).

Magalhdes, De Soares e Azevedo (2001), mostraram o acumulo de
microcistina em tecido de musculo de peixe e crustaceos em uma costa do litoral do
Brasil. O maximo encontrado em tecido de musculo de caranguejo foi 103,3 ug de
microcistina eq/kg e em tecido de peixe 39,6 ug/kg pelo método ELISA. Em outro
estudo mais recente, esses autores demonstraram acumulo de microcistina em
tecidos de visceras e musculos de peixes, (Tilapia rendalli), da Lagoa de
Jacarepagua, no Rio de Janeiro, Brasil.

Microcistinas sao toxinas intracelulares e enquanto estiverem vivendo dentro
de células, sdo degradadas lentamente. Sao liberadas na agua apenas quando as
células morrem através do processo de tratamento de agua, como por exemplo, a
percloragdo ou aplicagdo de algum algicida. Uma vez liberada na &agua, as
microcistinas podem persistir por um periodo relativamente longo antes de comecar
a ser afetada pela biodegradagao ou fotélise (CHORUS; BARTRAM, 1999; DUY et
al., 2000).

Chorus e Bartram (1999) relataram estudo sobre a ingestdo de agua
contaminada apos a natagcdo com a cianobactéria  Microcystis  spp.
Aproximadamente 852 pessoas participaram do estudo, onde foram constatadas
evidéncias epidemioldgicas no efeito da saude depois da ingestdo da agua apos a
recreagao. Resultados mostraram um elevado indice de diarréia, vomitos, ulceras na
boca, febres, irritacdo nos olhos e orelhas em um periodo de 7 dias apds a
exposi¢cao. Sintomas aumentaram significativamente com a duragdo do contato da

agua e a densidade da célula da cianobactéria.
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Diversos casos, aproximadamente 26, diagnosticaram doencgas de pele e
sintomas sistémicos multiplos associados com a exposigdo (alguns com &agua
potavel) em aguas de rio ou agua de chuva. Essas ocorréncias foram relatadas na
Australia no periodo de 1991 a 1992. A agua foi estocada em tanques abertos
contendo floragdes Anabaena (WHO, 1998).

Um estudo foi realizado no Brasil entre novembro/1995 a outubro/1996, com
50 amostras de agua coletadas em 05 regides do Estado do Parana. Neste estudo
as amostras foram analisadas para detectar a presenga da Microcystis spp. e
microcystins M.aeruginosa pelo método ELISA, obtendo resultado positivo em todas
as amostras. Amostras de 2 fontes aguas usadas para recreagéo (natagao-pesca),
coletadas em maio/1996 apresentaram alta contaminagdo de microcistina (6,38 e
10,0 ng'1). Nesse trabalho nenhum caso de doencas em seres humanos foi
registrado (HIROOKA et al. 1999).

Na China, ha registro de um grande numero de pessoas com carcinoma
hepatocelular (HCC), sendo uma das doengas com maior numero de incidéncias,
podendo variar geograficamente de regido para regidao. Ha presenga abundante de
cianobactérias em agua de superficie no sudeste da China, onde a incidéncia de
carcinoma hepatocelular é muito alta (CHORUS; BARTRAM 1999).

Humanos podem estar expostos oralmente através da agua de beber ou
consumo de alimentos naturais com algas e dermatologicamente através do uso de
agua para recreacao de lagos e rios (RAO et al., 2002). O menor caminho € a
inalacéo pela exposi¢ao através do uso de agua de chuva (CARMICHAEL, 2001).

Um caso de gastroenterite (infeccdo causada por virus) pela contaminagao
com cianobactéria aconteceu com a populagdo de varias cidades ao longo do rio
Ohio, USA, em 1931. Em Harare, Zimbabwe, durante os anos de 1960-1965,
criangas viviam em uma area da cidade onde bebiam agua de um reservatorio
particular e desenvolviam gastroenterites a cada ano que surgiam floragbes de
Microcystis. Outras criangas na cidade com diferentes distribuicdes de agua né&o
foram afetadas e nenhum agente infeccioso foi identificado (CHORUS; BARTRAM
1999).
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2.3 Espectrofotometria

Todas as substéncias podem absorver energia radiante quando a luz as
atravessa sendo parte dessa energia absorvida. A energia radiante n&o pode
produzir algum efeito sem ser absorvida. A absor¢ao da radiagao eletromagnética na
regides ultravioleta (100-380 nm), visivel (380-780nm) e infravermelho (780nm-1mm)
dependem das estruturas das moléculas e é caracteristica para cada substancia
quimica (HARRIS, 2005).

2.4 Lei de Lambert Beer

A Lei de Lambert-Beer, ou também conhecida como Lei de Beer, expressa o
fundamento da espectrofotometria e € relacionada a absor¢do de radicdo pela

seguinte equagao:

Absorbancia = -log(P/Py)

Onde Py e P representam as intensidades dos feixes de radiagdo antes e

depois de passar através da solucgao.

A absorbancia representa uma relagao direta com a concentragao da espécie

absorvente de radiagao e € expressa pela seguinte equagéo:

A=¢gb.c

Onde absorbancia (A) € diretamente proporcional a concentragdo da espécie
de interesse na amostra e que absorve radiacdo em uma dada faixa de comprimento
de onda. Geralmente, a concentragao da amostra (c) € expressa em moles por litro,
o caminho Optico (b) € expresso em centimetros (cm), a grandeza (g) € conhecida

como absortividade molar, sendo expressa nas unidades molL'ecm™.
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Esta equagado, em geral, é conhecida como lei de Lambert-Beer, sendo a
absorbancia uma grandeza adimensional. A absortividade molar (¢) € uma

caracteristica da substancia em estudo.

2.5 Analise por inje¢cao em fluxo (FIA)

Em 1975, o pesquisador Jaromir Ruzicka deu inicio ao processo de analise
em fluxo identificado e conhecido pela sigla FIA, do inglés, “Flow Injection Analysis”
(RUZICKA; HANSEN, 1975). Como vantagem desse processo, podemos citar a
diminuicdo da participagdo do analista, visando minimizar o risco de contaminagéo
da amostra, causando reducdo dos custos, além de obter uma diminuicdo do
consumo de amostras e reagentes em relagao aos procedimentos manuais.

A analise quimica por injecdo em fluxo tem como principio basico a introdugao
da solucado da amostra em um fluido transportador, sendo deslocada para a cela de
fluxo onde ocorre a detecgdo. Ao longo do percurso analitico, a solugdo da amostra
pode receber a adigdo de reagentes e passar por diversas etapas de
processamento. Primeiramente, foi utilizada uma seringa hipodérmica para a
inser¢cao da aliquota da amostra no percurso analitico, dando origem ao nome do
processo “Flow Injection Analysis”. Inovagbdes posteriores contribuiram para o
desenvolvimento desse processo e entre eles podemos citar a utilizagdo do injetor
proporcional e da valvula rotatéria (BERGAMIN FILHO et al.,1978b; RUZICKA et al.,
1977).

Sistemas de analises em fluxo séo classificados em fluxo segmentado por ar,
monossegmentado e nao-segmentado; e também pela forma como a aliquota da
amostra € introduzida no percurso analitico, podendo ser continua ou
discreta/intermitente. A amostragem continua pode ser segmentada por bolhas de ar
ou nao, enquanto a amostragem intermitente pode ser feita por aspiragédo, por
bombeamento ou injecdo da amostra (REIS et al.,, 1994). O fluxo gerado por
aspiracdo continua da amostra e reagente pode ser segmentado ou né&o,
correspondente a técnica de analise em fluxo continuo (CFA). Neste caso, a zona da
amostra é segmentada pela adigdo controlada de varias bolhas de ar (KORN et al.,

1996). A insercao da amostra em um sistema de fluxo ndo-segmentado abrange os
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sistemas FIA, sendo que em geral a solugdo transportadora € um fluido inerte e a
solucdo do reagente € adicionada por confluéncia (ALMEIDA et al.,, 2000). Em
sistema de analise baseado no processo de fluxo monossegmentado (MSFA), a
aliquota da solugdo da amostra € inserida no percurso analitico intercalada entre
duas bolhas de ar (SMIDERLE; REIS; ROCHA, 1999).

Entre as inovacdes relacionadas ao processo FIA podemos citar: sistema com
zonas coalescentes para minimizar o consumo de reagentes (BERGAMIN et al.,
1978b); extragcao por solvente organico para determinagdo de molibdénio em plantas
(BERGAMIN FILHO et al., 1978a); emprego do injetor proporcional na determinagao
de calcio, magnésio e potassio em digeridos de plantas (ZAGATTO et al., 1979a),
aluminio (REIS et al., 1979), nitrogénio total e fésforo também em plantas (REIS et
al., 1980); determinacdo simultanea de nitrato e nitrito em agua (GINE et al., 1980);
pré-concentragdo com resina de troca idnica (BERGAMIN FILHO et al., 1980) para
determinagdo de aménio em &gua; adicdo de padrdo (GINE et al., 1983) para
determinar nitrato em extrato de plantas; sistema monossegmentado para minimizar
a disperséo (REIS et al., 1988); dissolugcédo eletrolitica, possibilitando analise de
amostras solidas (metalicas) (BERGAMIN et al., 1988).

A versatilidade do sistema de analise em fluxo permitiu sua incorporagédo em
diversas areas da quimica analitica: absorgao atébmica com chama (ZAGATTO et al.,
1979b); espectrometria de emissao atdbmica com plasma acoplado indutivamente
(JACINTHO et al., 1981); fluorescéncia atbmica (MOREDA-PINEIRO; CERVERA,;
DE LA GUARDIA, 1997); quimiluminescéncia (ZAITSU; NAKAYAMA; OHKURA,
1987), amperometria (ZHENG; ZHAN, 1999), espectrometria de plasma acoplada a
massa (MICHALOWSHI et al., 1993), potenciometria com eletrodos ions seletivos
(VIEIRA et al., 2003), etc.
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2.6 Multicomutacao

Com o passar do tempo surgiram modificagdes e inovagdes no processo FIA,
e entre tais inovacdes destacamos o processo de multicomutagcdo em sistemas de
analise por injecdo em fluxo (MCFIA) (REIS et al., 1994). O médulo de analise em
um processo FIA usual tem como dispositivo central o injetor proporcional ou
valvulas rotatérias de 6 e 8 vias (RUZICKA et al., 1977 e MURAKI et al., 1992). Em
sistema de analise baseado no processo de multicomutacdo o mddulo de analise
tem como dispositivos basicos um conjunto de valvulas solendides. O injetor
proporcional, ou as valvulas rotatérias tem dois estados de repouso com movimento
e solidario entre os dois estados. Desse modo, o deslocamento da parte movel
produz uma comutacido entre todas as linhas de entrada e saida. Entdo, o sistema
de analise em fluxo & projetado em fungéo desta caracteristica.

Em um sistema de analise em fluxo baseado no processo de multicomutacgao,
0 modulo de analise é constituido por um conjunto de valvulas solendides, em geral
uma para cada solucdo necessaria ao procedimento analitico. As valvulas
solendides sdo dispositivos eletro-mecanico, as quais podem ser organizadas no
modulo de analise para trabalhar como unidade de comutagéao discreta.

Os volumes das aliquotas das solugdes da amostra e dos reagentes inseridos
no percurso analitico sdo definidos pelo tempo de acionamento das valvulas
solendide e pela vazdao do bombeamento ou aspiracdo das solucdes. Estes
parametros podem ser ajustados por software, e sem reconfigurar a estrutura fisica
do mddulo de andlise. As valvulas solendides foram empregadas para introdugao de
pequenas aliquotas da amostra e das solu¢des de reagentes no percurso analitico
de modo independente. Esta técnica permite controlar de maneira independente, a
insercdo no percurso analitico das aliquotas da amostra e das solugdes dos
reagentes (ROCHA et al., 2002).
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Figura 2. Modelo do processo de amostragem binaria. llustracdo do aumento do
numero de interfaces amostra/reagente1/reagente2 quando se empregam diferentes
ciclos de amostragem. | fluido transportados, amostra,  reagente 1, Wreagente
2 e produto da reacgao.

2.7 Sistemas com o processo de multicomutacao

No primeiro trabalho sobre multicomutagao (REIS et al., 1994), podemos citar
a determinacdo espectrofotométrica de Fe(lll) em material digerido de plantas,
baseada na reagcdo com tiocinato de potassio. Como parametros relevantes
envolvidos no conceito de multicomutagédo foram discutidos alguns aspectos basicos
referentes ao processo: emprego de um unico canal de bombeamento para inser¢ao
das aliquotas de amostra e do reagente e deslocamento da zona da amostra para o
detector; insercdo de pequenos volumes controlados pelo tempo de insergao e
insercao intermitente, evitando o desperdicio de reagente. Os resultados obtidos
foram comparados com os obtidos por espectrometria de emissao 6tica com plasma
acoplado indutivamente (ICP-OES).

Dando sequéncia ao processo de multicomutagdo, foi proposta a
determinacao de creatinina em urina (ARAUJO et al., 1995) baseada na reacéo de
Jaffe’s. O modulo de analise foi construido em fungéo da cinética da reacao, a qual
era lenta, permitindo a parada de fluxo. O sistema proposto apresentou velocidade

analitica de 24 determinagdes por hora.
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Um trabalho com procura binaria foi proposto por Korn et al. (1995), em um
sistema de titulagcdo espectrofotométrica empregando multicomutagdo, o qual
permitia encontrar o ponto final da titulagdo sem o emprego de curva analitica. O
procedimento analitico foi aplicado a titulagdo de um acido forte (HCI) com base forte
(NaOH), usando fenolftaleina como indicador. Uma titulagdo completa era realizada
em menos de 3 minutos, tendo um consumo médio de 2 mL de titulante por
determinacao, e a precisao dos resultados era em torno de 99,99%.

Um moédulo de anadlise para implementar a determinagao espectrofotométrica
sequencial de amdnio e fosfato em amostras de digeridos de plantas foi proposto por
Kronka et al. (1996). As determinagbes foram baseadas nos métodos de azul de
molibdénio e azul de indofenol. Neste mdédulo de analise seis solugdes distintas
foram processadas empregando apenas um unico canal de bombeamento.

Martelli et al. (1997) propuseram um sistema de analise em fluxo para
determinacao espectrofotométrica de niquel em ligas metalicas e na especiacéo de
ferro(lll) /ferro(ll) em aguas de rio, utilizando persulfato de potassio imobilizado em
resina anidnica AG1-X8 como agente oxidante. O diagrama de fluxo foi desenvolvido
para que a oxidacdo da espécie de interesse e o recondicionamento da resina
pudessem ser efetuados em linha. A determinacdo de niquel baseou-se no método
da dimetilglioxima, apresentando uma frequéncia analitica de 80 determinagdes por
hora. Na determinacao de Fe(lll), foi usado tiocianato de potassio como reagente
cromogénico, alcangando uma frequéncia analitica de 60 determinag¢des por hora.
Os resultados obtidos empregando o procedimento proposto para Fe(ll) foram
comparados com aqueles obtidos com o método espectrofotométrico, baseado na
reacdo com 1,10 — fenantrolina.

Um procedimento para determinagado de boro em material digerido de plantas
foi proposto por Tumang et al. (1998), empregando a reagdo com o reagente
cromogénico azometina-H. Tendo em vista que a cinética da reagédo era lenta, o
modulo de andlise foi projetado para permitir a retencdo de multiplas zonas de
amostras. Empregando esta estratégia, foi possivel estender o tempo de
desenvolvimento da reagao para 200 s, e mesmo assim obtendo uma frequéncia de
amostragem 36 determinagdes por hora.

Outro procedimento de analise em fluxo com amostragem binaria foi

desenvolvido por Kronka e Reis (1998) para a determinagcédo espectrofotométrica
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sequencial de ferro e aluminio em material digerido de plantas, utilizando reagentes
cromogénicos, 1,10 fenantrolina e cromoazurol S, respectivamente.

Um sistema explorando amostragem binaria foi desenvolvido por Paim et. al.,
(1998) para a determinacao espectrofotométrica de acido ascérbico em farmacos. A
reacdo foi baseada na destruicio do complexo [Fe(SCN).]**™ " pela reducdo do
Fe(lll) com acido ascorbico, sendo necessario manter um excesso do reagente
cromogénico (SCN’) em toda extensao da zona da amostra.

Um sistema em fluxo monossegmentado por ar implementado empregando
multicomutacao foi proposto por Smiderle; Reis e Rocha (1999) para determinagao
espectrofotométrica de Mn(ll) em digeridos de soja. Neste caso, a reacdo tinha
cinética lenta, o sistema monossegmentado permitiu que varias zonas de amostra
fossem deslocadas através de um reator longo de 500 cm para permitir o
desenvolvimento da reacdo, sem risco de interpenetracdo causada pela dispersao.
Embora, o tempo de residéncia da zona da amostra tenha sido de 5 min., a
frequéncia analitica foi de 50 determinag¢des por hora.

Um procedimento para titulagdo automatica em sistema de fluxo
monossegmentado com amostragem binaria foi desenvolvido por Martelli et al.
(1999). A titulagao potenciométrica acido-base implementada, permitia que o volume
da solucdo da amostra fosse mantido constante e a fragdo volumétrica do titulante
variada, mantendo-se o volume final constante e adicionando-se diluente.

Comitre e Reis (2000) desenvolveram um procedimento simples e rapido para
realizar a determinacdo de etanol em bebidas alcodlicas (uisque, conhaque e
aguardente de cana) baseado em multicomutagdo e amostragem binaria. O método
foi baseado na oxidacdo do etanol pelo dicromato de potassio, apresentando 40
determinacgdes por hora.

Um procedimento para titulagdo espectrofotométrica automatica de acido
ascorbico em sucos de frutas e refrigerantes, baseada na variacdo da fragéo
volumétrica, utilizando a reacdo com 1,2 dicloroindofenol foi explorada por Paim e
Reis (2000). As etapas englobando as decisdes dos volumes das solugdes foram
definidas em func&do da resposta do detector, onde a frequéncia de amostragem
apresentada foi de 5 e 30 determinacbes por hora, dependendo do numero de
etapas até chegar ao final da titulagao.

Um sistema em fluxo com a multicomutacdo para determinacéo

espectrofotométrica de acido lactico em material ensilado empregando a reagao
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enzimatica foi desenvolvido por Tumang, Borges e Reis (2001). O meétodo
espectrofotométrico baseado na reagao da enzima peroxidase oxidava o peroxido de
hidrogénio formado pela primeira reagdo enzimatica, promovendo a oxidagdo e
condensacgao dos reagentes 4-clorofenol e 4 aminoantipirina pela enzima peroxidase
e o produto da reacdo, a quinoneimina, sendo monitorado a 510 nm.

Borges, Martelli e Reis (2000), desenvolveram um procedimento automatico
de titulagdo potenciométrica baseada na técnica de andlise em fluxo
monossegmentado, utilizando o conceito de multicomutagdo e amostragem binaria.
O desempenho do sistema proposto foi avaliado para chegar até o ponto final na
insercdo continua, durante o percurso analitico de diferentes misturas entre
aliquotas de solugcdo de amostra e de titulante. O volume da zona de amostra foi
mantido constante e as diferentes misturas foram separadas por bolhas de gas,
possibilitando a discriminacao do sinal em relacdo a cada mistura.

Martelli et al. (2001), propuseram um sistema analitico para determinacéo de
acido lactico em iogurte por quimiluminescéncia utilizando um espectrofotdmetro UV-
Vis como detector. A reagdo enzimatica com acido latico produzida pela reagao do
luminol com perdxido de hidrogénio, catalisada pelo hexacianoferrato(lll) gerava
radiagdo eletromagnética (quimiluminescéncia) com maximo em torno de 420 nm,
sendo detectado pelo espectrofotdmetro, o qual operava com a lampada desligada.

Tumang, Paim e Reis (2002), propds um procedimento de titulagcao
espectrofotométrica automatica em fluxo visando a determinagéo de acidez total em
material ensilado baseado no conceito de multicomutagdo e amostragem binaria.
Este trabalho resultou em uma estratégia para minimizar problemas com amostras
coloridas, permitindo que as mesmas fossem analisadas sem nenhum tratamento
prévio.

O procedimento de extragao liquido-liquido em um sistema de analise em
fluxo para a determinacédo espectrofotométrica de molibdénio em plantas proposto
por Comitre e Reis (2003), empregou o processo de multicomutagado para minimizar
0 consumo de reagentes e de solvente organico usado na extragdo. O método
baseado na reagado do molibdénio com tiocianato, seguido pela redugdo com cloreto
estanhoso e extragdo com alcool isoamilico, apresentou uma reducédo do volume de
solvente de 85% em comparagdo com sistema FIA usual, desenvolvido por
Bergamin Filho et al. (1978a).
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Sistemas de injecdo em fluxo visando a determinagdo de parametros
metabdlicos tais como 3-hidroxibutirato (PIRES et al. (2003a), glicose (PIRES et al.
(2003b) e colesterol (PIRES et al. (2003c)) em soro de sangue animal foram
desenvolvidos baseados no conceito de multicomutacado em fluxo, utilizando valvulas
solendides de trés vias. Os métodos propostos foram baseados em reacdes
enzimaticas, sendo que as enzimas foram imobilizadas em suporte sélido, os quais
foram acoplados ao percurso analitico do mdodulo de analise. Neste caso, foi
empregado um canal de bombeamento para cada solugdo, tendo em vista que a
coluna de enzima apresenta um grande aumento da impedéancia hidrodinamica do
modulo de analise, o que inviabiliza a possibilidade de deslocamento das solugdes
por aspiragao empregando um unico canal de bombeamento. Entretanto, a adigao
discreta das solugbes de reagentes manteve a condigdo de baixo consumo e
reducao do volume de efluente produzido.

Para a determinacdo de proteina total e albumina em plasma de sangue
animal, Luca e Reis (2004) propuseram diferentes sistemas, onde o primeiro era
constituido de injetor proporcional e valvula solendide para a determinagao de
proteina total, possibilitando a diluicdo em linha e o segundo era baseado no
conceito de multicomutagcdo e amostragem binaria, permitindo que uma aliquota da
solugdo da amostra inserida fosse dividida através de dois percursos analiticos
distintos, possibilitando as determinag¢des de albumina e proteina total.

Fernandes et al. (2004), apresentaram um sistema de analise em fluxo para
determinacdo de glicerol em vinho sem tratamento prévio da amostra. O sistema em
fluxo empregou o conceito de multicomutagdo, onde a determinagcéo de glicerol foi
baseada na reacdo com glicerol desidrogenase na presenca do cofator NAD,
resultando na oxidagdo do NAD" para NADH, monitorado a 340 nm.

Outro procedimento automatico baseado em multicomutagéo foi desenvolvido
por Fernandes e Reis (2004) para determinagdo de etanol. O procedimento
empregou detecgao por quimiluminescéncia, usando um detector constituido de uma
cela de fluxo acoplada entre dois fotodiodos formando uma unidade compacta que
foi acondicionada em uma caixa metalica. O procedimento para determinagcdo de
etanol foi baseado na reagdo enzimatica usando alcool oxidase, produzindo
acetaldeido e peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio reage com o luminol
catalisado pelo hexacianoferrato de potassio, produzindo uma reacdo de

quimiluminescéncia, apresentando maximo de emissao em torno de 420 nm.
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Comitre e Reis (2005) propuseram um procedimento de extracdo liquido-
liquido em um sistema de analise em fluxo para a determinacao espectrofotométrica
de chumbo em plantas, baseado no processo de multicomutagdo para minimizar o
consumo de reagentes e solventes. O método foi baseado na reagdo do chumbo
com a ditizona formando um quelato, o ditizonato de chumbo, soluvel em tetracloreto
de carbono (CCls), monitorado a 520 nm empregando um fotdmetro baseado em
LED (Light Emitting Diode/Diodo Emissor de Luz) como fonte de radiagao.

Um equipamento portatil para determinagdes sequéncias de nitrato, nitrito,
Fe(ll) e Fe(lll) em aguas de rios foi desenvolvido por Feres e Reis (2005). Os
procedimentos foram baseados no processo de multicomutacdo em fluxo, e a
deteccdo fotométrica foi efetivada empregando um fotédmetro desenvolvido no
laboratorio empregando um fototransistor (Til78) como detector e um LED (A = 535
nm) como fonte de radiagao.

Um procedimento automatico baseado em multicomutagédo foi desenvolvido
por Fernandes e Reis (2006) para determinagédo de acido tartarico em amostras de
vinho tinto. Foi empregado um modulo de analise de linha unica, e o procedimento
foi baseado na reagdo com o vanadato e a detecgéo por espectrofotometria a 490
nm. O consumo de reagente apresentado neste trabalho, apresentou uma redugao
em torno de 65% comparada com trabalhos anteriores.

Sistema de analise em fluxo utilizando fototransistor na determinacédo de
etanol em vinho tinto foi explorado por Borges, Frizzarin e Reis (2006), onde o
fototransistor funcionou como amplificador de corrente controlada pela absorgéao de

radiacao eletromagnética.
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2.8 LED como fonte de radiagcao em fotometria

Os diodos emissores de luz (LEDs) sao dispositivos de baixo custo, e
atualmente sdo amplamente usados em deteccao fotométrica. Como caracteristica
importante apresentam emissdo com 6tima estabilidade em comprimento de onda,
intensidade do feixe de radiacdo, e largura espectral em torno de 30 nm
(DASGUPTA et al., 1993).

O LED é um diodo semicondutor (jungdo P-N) e quando € energizado emite
radiacdo eletromagnética. Sdo empregados em maior escala em fotometria, os que
emitem na regiao visivel (400 — 700 nm) do espectro eletromagnético. A radiagao
emitida ndo é monocromatica (como por exemplo, um laser), mas é composta por
uma banda espectral considerada estreita (AL ~ 30 nm ), produzida pelas interagdes
energéticas do elétron. O processo de emissdo de Iluz €& denominado
eletroluminescéncia. Na tabela a seguir, sdo apresentados os LEDs mais utilizados
em instrumentacdo analitica e suas respectivas caracteristicas de emisséo
(BOYLESTAD, NASHELSKY, 1972).

Tabela 1. Caracteristicas de LEDs encontrados comercialmente (DASGUPTA et al.,
1993).

LED Composicao Amax (NM) Faixa de intensidade (nm)
Azul GaN 435,482 418-510
Verde GaP 565 548-576
Amarelo GaAsP/GaP 583 565-601
Vermelho GaAsP 655 643-667

Infravermelho GaAs 940 929-978
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Fotodiodos ou fototransistores sao geralmente utilizados como detectores da
radiacdo emitida pelos LEDs. Os fotodiodos tém uso mais geral, pois apresentam
menor tempo de resposta e maior faixa linear para a radiagdo incidente
(TROJANOWICZ; WORSFOLD; CLINCH, 1988). Para uma melhor performance do
fotdmetro, utiliza-se fotodetectores conectados a amplificadores de sinal.

Um sistema FIA acoplado a um fotdmetro com trés LEDs para determinacéao
de ferro, zinco e aluminio utilizando o reagente cromogénico alaranjado de xilenol foi
proposto por Trojanowicz; Szpunarlobinska e Michalski (1991). Os LEDs verde,
amarelo e vermelho foram alinhados a um fotodetector e a radiagdo emitida foi
selecionada realizando as medidas fotométricas nas trés regides do espectro.

Sistemas de analise em fluxo para determinagao simultdnea de fosfato e
amoénio em amostras de aguas naturais, empregando dois fotbmetros baseados em
LEDs como fonte de radiagao, e fotodiodos como detectores foram propostos por
Fernandes e Reis (2002) e Rocha, Martelli e Reis (2004). Os sistemas utilizaram
LEDs vermelhos com maximo de emissao em 660 nm. Para garantir a sensibilidade
do método, Fernandes e Reis (2002) propuseram o aumento do tempo de residéncia
da zona de amostra, enquanto Rocha, Martelli e Reis (2004) utilizaram resinas de
troca anidnica e catidnica para a pré-concentracdo dos analitos.

O emprego de fotdmetros baseados em LEDs e fotodiodos associados a
sistemas de analises em fluxo € um recurso que tem sido empregado para
miniaturizagdo dos sistemas analiticos (DAYKIN; HASWELL, 1995; FERES; REIS,
2005), monitoramento de processos (HUANG et al., 1992; GABRIEL et al., 1998) e
medidas em campo (CLINCH; WORSFOLD; CASEY, 1987).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos e acessorios

A determinacdo de microcistina envolve muitas etapas sendo o volume final
de 200 pL, portanto ndo é possivel empregar as condi¢cdes de leitura usuais em
sistemas de analise quimica em fluxo, onde o volume usado por determinagcédo, em
muitos casos, € maior do que este, mesmo quando a cela de fluxo tem volume da
ordem de 30 pL. O acoplamento do médulo de analise ao sistema de detecgéo
requer um volume bem maior. Visando contornar essa dificuldade, desenvolveu-se
0s modulos de analise baseado no processo de multicomutacdo em analise por
injegéo em fluxo (MCFIA) (LAVORANTE; FERES; REIS, 2006).

Na montagem dos moddulos de analises foram empregados os seguintes
dispositivos: duas valvulas solendide de estrangulamento modelos PN161P011,
PN161P021 (Nresearch); uma valvula solenoide de trés vias, modelo PN161T031
(Nresearch) uma bomba de seringa construida no laboratério; uma cela de fluxo
projetada para este procedimento. Como fonte de radiagdo para detecgao
fotométrica foi empregado um LED de alto brilho (Amax = 458 nm). Na detecgao
fotométrica foram empregados dois dispositivos, um fotodetector modelo 70316
(Oriel Instruments) com ganho de 108, e um fotdmetro construido no laboratério para
este projeto, empregando o fotodetector OPT301 (BURR BRAWN) e o amplificador
instrumentacdo AD524 (Analog Devices), o qual foi configurado para ganho de 100
vezes. Para controlar o médulo de analise e realizar a aquisicdo de dados foi
empregado um microcomputador com um programa escrito em Quick BASIC 4.5. O
controle do motor de passo da seringa e o acionamento das valvulas solendide
através da porta de impressora do microcomputador, foi realizado empregando uma
interface de poténcia baseada no circuito integrado ULN2803. Uma fonte de tensao
estabilizada em -12 e +12 V foi empregada para alimentar os dois fotbmetros. A
conversao de sinal de analogico para digital foi realizada utilizando um multimetro de
bancada Minipa, modelo ET2231, resolucdo de 0,1 mV, o qual foi acoplado ao

microcomputador através da interface serial RS232. Uma bomba de seringa
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construida no laboratorio empregando um motor de passo DM 51 (Digimoto) e um

seringa de plastico com volume de 1mL também foram empregados.

3.2 Detalhamento da cela de fluxo

Na figura 3 & mostrado a cela de fluxo em corte, permitindo visualizar os
detalhes de sua configuragdo. O nucleo da cela € um tubo de vidro de borosilicato
com didmetros internos e externo de 1,0 e 5,0 mm, respectivamente. Os dois
conjuntos de placas (Pv) foram usinadas de forma que ao serem ajustadas por meio
dos parafusos permitindo uma rigidez mecanica, além da vedacéo necessaria para o

bombeamento de fluido sem vazamento.
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Figura 3.Vista em corte da cela de fluxo. B = tira de borracha, espessura 0,5 mm,;
P = parafusos; Tv = tubo de vidro,comprimento 40 mm, didmetro externo 5 mm,
didmetro interno 1,0 mm, An = anéis de vedacgao do tipo O ring; Pv = placas de PVC,
superficie 5 X 10, espessura 5 mm; Cv = cilindros de vidro, 1,0 mm de didametro e 15
mm de comprimento; |1 e |, = feixes de radiacdo entrando e saindo da cela de fluxo,
respectivamente; Ef e Sf = entrada e saida de fluido, tubos de Tygon com diametro
interno de 0,5 mm; LED{ = Amax 458 nm; LED; = Amax 850 nm Det = fotodetector da
Oriel ou o fotodector construido para este trabalho.
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Para simplificar a figura, foi omitido o acoplamento mecéanico do LED e do
fotodetector a cela de fluxo, os quais formavam uma unidade compacta. Os tubos de
entrada e saida de fluido (Ef e Sf) foram colados nas placas de PVC em contato com
as tiras de Borracha (B) e passavam livre através da placa externa. Em cada tira de
borracha foi aberto um canal de 1 mm de largura para permitir o escoamento de
fluido através da cela de fluxo.

Esta cela de fluxo tem um caminho 6ptico de 40 mm e didmetro interno de 1,0
mm, portanto o volume é de 32 uL. As extremidades da cela foram alargadas para 2
mm, tendo como objetivos encaixar a ponta do cilindro vidro para molhar a
transmissao de radiacdo e evitar retencdo de bolhas de gas, em geral dificil de

serem removidas por causa do fluxo de pequeno diametro.

3.3 Detalhamento do fotometro

Na figura 4 é mostrado o diagrama do fotdmetro desenvolvido para este
trabalho. Este fotdmetro tem como nucleo basico o fotodetector OPT301, o qual
responde na faixa de comprimento de onda do ultravioleta préximo (A = 350 nm) ao

infravermelho préximo (A = 1100 nm).

1 40Pf 20K

OPT301

= — ———————————

Figura 4. Diagrama do fotoémetro. As linhas tracejadas indicam o involucro do
fotodetector OPT301. AD524 = amplificador de instrumentacao; Sy = saida de sinal
em mV.
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Este dispositivo tem um sistema de amplificacdo interna com ganho
estabelecido pela resisténcia de 1 MQ, para isso devemos conectar externamente o
pino 4 ao pino de saida (5). O fabricante fornece ao usuario a possibilidade de
trabalhar com ganho mais alto, conectando externamente o pino 2 ao pino 5,
empregando um resistor de valor diferente, e neste caso, empregamos um resistor
de 20 MQ. Seria possivel aumentar o ganho de sinal empregado na malha de
realimentacdo um resistor de valor mais elevado, entretanto, verificou-se que o
aumento do nivel de ruido inviabilizava este recurso, entdo optamos pelo emprego
um estagio de amplificagdo adicional. Neste estagio, empregamos um amplificador
de instrumentagdo, o qual trabalha no conceito de amplificagcdo diferencial e tem
grande capacidade de rejeicdo de ruido. O amplificador de instrumentagdo AD524
permite escolher o ganho de sinal de 10, 100 e 1000 vezes. Neste caso,

selecionamos ganho de 100 vezes, conectando entre si os pinos 3 e12.
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Figura 5. Diagrama da fonte de alimentacdo do fotédmetro. D¢, Dy, D3 e Dy =
diodos retificadores para corrente de 1A; C1 e C3; = capacitores eletroliticos de 1000
uF , tenséo de trabalho 30 V; E, A, S = entrada, ajuste e saida, respectivamente; C,
e C4 = capacitores de tantalo de 2 uF. Terminais de saida do transformado 12 +12 V
e corrente de 1 A.

Os dois fotdmetros empregados necessitavam de diferengas de potencial de -
12 V e + 12 V. Um parametro crucial em sistema de monitoramento de sinais é o
ruido eletrénico onde a fonte de alimentagcdo pode ser um potencial causador de

ruido. As condi¢cdes de alimentacao do fotdbmetro da Oriel eram as mesmas do
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fotdmetro mostrado na Figura 4, portanto ambos foram alimentados com a mesma
fonte, a qual € mostrada na Figura 5. Esta fonte atende as condi¢des requeridas,
estabilidade das diferengas de potenciais -12,0 V e +12,0 V e baixo nivel de ruido.
As diferengcas de potenciais de +12 e -12 V eram ajustadas através dos
resistores variaveis acoplados aos terminais de ajuste dos dois reguladores de

tensdo.

3.4 Detalhamento das interfaces eletronicas

O sinal de controle enviado pelo microcomputador através de cada linha da
porta de impressora € no padrao TTL (Transistor-Transistor- Logic), portanto em

nivel l6gico alto obedece a condigdo 2,5 < sinal <=5 V.
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Figura 6. Diagrama da Interface de controle. do, d4, d, ..., d7 = linhas de controle
conectadas a porta de impressora; MP = motor de passo; Ry, Ry, ..., Rs = resistores
2,5 kQ, 1/4W, Rs, R7 e Rg = resistores variaveis de 5k Q; V4 = valvula solendide de 3
vias. LED maximo de emissao em 458nm. Os LEDs acoplados aos resistores R4, Ry,
..., Rs tem a funcdo de indicar que quando esta aceso a respectiva linha esta
ativada.
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A intensidade da corrente fornecida em cada linha de controle € da ordem de
poucos miliamperes. O motor de passo empregado na seringa e as valvulas
solendide necessitam de diferenca de potencial de 12 Volts e intensidade de
corrente acima de 100 mA. Em visto disso, foi necessario empregar uma interface de
poténcia para permitir o controle dos dispositivos citados, através dos sinais gerados
pelo microcomputador e enviados através da porta de impressora. As interfaces
representadas nos diagramas das Figuras 6 e 7 permitem controlar diferenga de

potencial de 12 V, tendo uma diferenga de potencial de entrada no padrao TTL.

12V MP - -
iR1 S%Rz Rs| LR,
do ——s == - == =
dr |, 17
d2 15 L 16 l
ds |, M ;s !
da_|g g 14 Vil 12v
ds Rs
6 o 13— [—Kl—wzv—]

Rs =ZRo
ds 7 312 s LED = =
d7z g 11 Re B e LED>

OT ) 10— ﬁR"

Figura 7. Diagrama da Interface de controle. Rs, R7 = resistores variaveis de 5k Q;
LED4 e LED», Amax = 458 e 850 nm, respectivamente. Os outros simbolos ja foram
definidos na Figura 4.

O circuito integrado ULN2803 pode drenar uma corrente de 400 mA em cada
linha. Os terminais de dy a d; indicados neste diagrama correspondem aos bits de Dy
a D7 da porta da impressora, os quais se tém acesso através dos terminais de 2 a 9
do conector DB25. O terminal 9 foi ligado ao terminal 18 do conector DB25. Esta
interface foi acoplada ao computador usando um cabo (flat cable) de 10 vias.

Quando empregamos LEDs como fonte de radiagcdo eletromagnética em
fotometrias, podemos ajustar a intensidade de emissdo em fungdo do fundo de
escala desejado. Visando encontrar o fundo de escala mais apropriado, o LED foi
acoplado a interface de controle para permitir a selecéo de fundos de escala. Nesta
configuracéo, 3 valores de fundo de escala eram obtidos ativando por software as

linhas de controle dg, d7 e dg do circuito integrado ULN2803 (Figura 6). Os valores
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dos fundos de escala de 1200, 1950 e 2980 foram obtidos ajustando os resistores
variaveis Rg, R7 € Rg.

Na descrigao da cela de fluxo (Figura 3) foi indicado que o didmetro interno é
de 1,0 mm. Bolhas de ar causam grandes distorcbes na deteccdo fotométrica
empregando sistemas de analise em fluxo, sendo que micro-bolha é muito dificil de
ser removida, principalmente em celas de fluxo de pequeno diametro interno. A
leitura de sinais em 2 comprimentos de onda € um recurso que tem sido usado para
contornar esse transtorno (ZAGATTO et al., 1990).

Imaginando que poderiamos ter esse tipo de problema, empregamos uma
interface mostrada na Figura 7 semelhante a Figura 6, diferenciando no arranjo do
acoplamento dos LEDs. No caso anterior, tinhamos um LED com 3 fundos de escala
selecionados por software, e neste caso temos dois LEDs acoplados aos bits ds € d7,
também selecionados por software. Utilizando este arranjo, o monitoramento da
amostra poderia ser realizado em 458 e 850 nm.

Para alimentar estas interfaces (Figura 6 e 7) também era necessario dispor
de uma de alimentagao apropriada, isto €, capaz de fornecer a corrente necessaria
para alimentar as bobinas do motor de passo mantendo constante uma diferencga de
potencial de 12 V. O diagrama da fonte de alimentacdo desta interface € mostrado
na Figura 8 e é formada por 2 reguladores de voltagem para garantir o fornecimento
de corrente necessaria, mantendo a diferenga de potencial, a qual pode ser ajustada
através do resistor variavel acoplado aos reguladores de voltagem LM317. Neste
caso foi empregado um transformador de voltagem com entrada de 127 V e saida -
12+12V e corrente de 2 A.
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Figura 8. Diagrama da fonte de alimentagao da interface de controle. D1 e D, =
diodos retificadores para 3A; C = capacitor eletrolitico de 2000 uF, tensdo de
trabalho 30 V; E, Ae S = entrada, ajuste e saida, respectivamente do LM317.

3.5 Descricao da bomba de seringa

Na Figura 9 € mostrado o diagrama da montagem da bomba de seringa. Ao
eixo do motor de passo foi acoplado um parafuso, o qual foi usinado em latdo com
diametro de 15 mm e rosca com passo de 1 mm. Uma porca para o fuso foi usinada
no centro de uma placa de latdo de 10 cm de comprimento, 5 cm de largura e 0,5 de
espessura, onde foi fixado o émbolo da seringa, conforme mostra a Figura 9.

O corpo da seringa foi preso por parafuso a uma placa de acrilico fixada na
placa de PVC usada como base de sustentacdo do motor de passo. Quando o motor
de passo era colocado em funcionamento, o parafuso girava solidario ao eixo do
motor, e deslocava o émbolo da seringa para frente ou para tras, com o objetivo de

encher ou esvaziar a seringa, dependendo dire¢gao do movimento.
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Figura 9. Desenho da bomba de seringa. Mp = motor de passo, Pm = parafuso
com rosca de passo de 1 mm; P = parafusos; Sp = placas de suporte; Se = seringa,
volume de 1mL.

O controle do interfaceamento do motor de passo, mostrado nas Figuras 6 e
7, foi realizado através do microcomputador, onde se observa que o mesmo foi
acoplado ao circuito integrado ULN2803 para ser controlado através dos bits do, dy,
d, e ds. Nesta configuragdo, quando o microcomputador enviava sequencialmente
aos bits dp, d4, d2 e ds sinais de controle (pulsos 5 v), o motor girava no sentido
horario (direita). Quando a sequéncia de pulsos era invertida ds, dz, d1 e dop, 0 motor
girava no sentido anti-horario (esquerda).

O motor empregado tem um angulo de rotagdo 7,5 graus por pulso, dessa
forma com uma sequéncia de 4 pulsos, o angulo de rotagdo era de 30 graus. A
rosca do parafuso acoplado ao eixo do motor foi usinada com passo de 1,0 mm,
portanto eram necessarios 48 passos para deslocar o émbolo da seringa 1,0 mm
para frente e para tras, dependendo do sentido de rotagdo programado.
Estabeleceu-se em 0,05 s a duracéo de cada pulso de controle enviado as interfaces
de controle (Figuras 6 e 7), portanto a velocidade de deslocamento do émbolo da

seringa era de 24 mm min”".
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3.6 Descricao dos médulos de analise

fis

P/
/\ﬂ ]

MP

Figura 10. Diagrama do médulo de analise com valvula solendide de 3 vias. B =
linha de fluxo, 20 cm, didmetro interno 0,8 mm; V = valvula solendide de 3 vias; Det
= fotbmetro; A = amostra ou solucao de referéncia; Desc = descarte; Mt = multimetro
digital com resolugdo de 0,1 mV; Int = interface de controle (Fig.6). Os outros
simbolos foram definidos na Figura 11.

Computador

Q Desc

Figura 11. Diagrama do moédulo de analise com valvula solendide de
estrangulamento. V; e V;, = valvulas solendides de estrangulamento, normalmente
fechada e normalmente aberta, respectivamente. A linha continua e tracejada nos
simbolos de V;, e V; indica passagem de fluido com a valvula desligada e ligada,
respectivamente. Os outros simbolos foram definidos na Fig.10.

As condigdes de preparo da amostra para determinagdo fotométrica de
microcistina resultavam em um volume final de 200 uL, assim o modulo de analise
foi desenvolvido considerando-se esta restricido e a necessidade de fazer as leituras
em triplicatas. Para propulsao de fluido foi empregada a bomba de seringa descrita
na Figura 9. Foram desenvolvidos dois mdédulos de analise e os respectivos
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diagramas de fluxo sdo mostrados nas Figuras 10 e 11. A sequéncia de

funcionamento dos moédulos de analise € mostrada na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia de funcionamento do médulo de analise.

Etapa Atividade Rotagao Numero Valvula Volume
do motor | de ciclos A (uL)
1 Seringa para o inicio Direita X 0 -
2 Operador coloca na - - 0 -
agua
3 Aspira agua Esquerda 120 0 176,5
4 Lé a referéncia - - 0
5 Esvazia a cela Esquerda 120 0 176,5
6 Descarte Direita 240 1 352,8
7 Operador coloca na - - 0
agua
Aspira amostra Esquerda 80 0 117,6
Leitura de sinal - - 0
10 Aspira amostra Esquerda 20 0 29,4
11 Leitura de sinal - - 0
12 Aspira amostra Esquerda 20 0 29,4
13 Leitura de sinal - - 0
14 Esvazia a cela Esquerda 120 0 176,5
15 Descarte Direita 120 1 176,5

Os dois detectores empregados (Oriel) e o desenvolvido neste trabalho

(Figura 4) geravam os sinais analiticos em mV, sendo equivalente a leitura feita em

transmitancia. Verificou-se que a magnitude do sinal gerado em mV dependia da

intensidade da radiagdo emitida pelo LED, dessa forma, visando verificar a



49

existéncia de alguma implicagdo no resultado da analise, foi elaborada a montagem
mostrada na Figura 4. O LED foi acoplado de modo que era possivel selecionar trés
valores distintos de fundo de escala, sendo que seus valores eram ajustados através
dos resistores variaveis acoplados entre o LED e os terminais de controle do circuito
integrado (Cl) ULN2803.

Os dois fotbmetros geravam os sinais referentes a absor¢gdo da amostra em
mV, portanto era necessario calcular a absorbancia. As diferengcas de potenciais
geradas pelos dois fotodetectores eram diretamente proporcionais as intensidades
dos feixes de radiacdo incididos sobre eles, entdo equacgao abaixo foi inserida no

software para calcular a absorbancia.

Absorb = -[Log(Sv-Svo)/(Rv- Svo)] ; Equacéao(1)

Onde:

Sv = leitura com LED azul em mV;

Rv = leitura de referéncia em mV;

Svyp = leitura no escuro, realizada com o LED apagado.

A leitura no escuro do fotdmetro da Oriel Instruments era em torno de 0,4 mV,
e do fotbmetro montado no laboratorio era em torno de 4mV. Embora estes sinais
fossem estaveis, o computador era instruido para os ler no inicio do processamento
de cada amostra. Os dados gerados em mV e em absorbéncia eram salvos no
formato ASCII para permitir posterior processamento.

O estudo referente ao efeito do fundo de escala foi realizado empregando o
interfaceamento mostrado na Figura 6. O LED esta acoplado as linhas de controle
do Cl ULN2803 através dos resistores variaveis Rs, R7 e Rg. O dreno de corrente
através destes resistores era selecionado através dos bits de entrada ds, ds e d.
Quando o computador enviava um sinal em torno de 5 V através do bit ds, fechava o
circuito formado pelo LED e pelo resistor Rg. A corrente que fluia através do circuito
podia ser ajustada modificando o valor da resisténcia. A intensidade de emissao do
LED era proporcional a intensidade da corrente passando através do circuito, e o
sinal gerado pelo fotodetector era proporcional intensidade do feixe de radiagao,

portanto o valor do fundo de escala era ajustado por meio desse resistor. Entao,
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valores distintos de fundo escala 1200, 1950 e 2980 foram ajustados através dos
resistores Rg, R7 € Rg, respectivamente.

O controle do mdédulo de analise e a aquisicdo de dados era feita pelo
microcomputador utilizando um software escrito em linguagem Quick BASIC 4.5.
Quando o software era iniciado, solicitava os valores dos parametros de controle
mostrados na Tabela 2. Primeiro passo era posicionar o émbolo da seringa na
posicao de referéncia, o qual arbitrariamente foi definido o numero 10 escrito no
corpo de seringa. O operador indicava a posicdo do émbolo, e o microcomputador
calculava o numero de passos (X) a serem executados. Apds esta etapa era
solicitado ao operador para colocar o recipiente com agua para aspiragao, entéo a
etapa 3 era executada.

Apos encher a cela com agua, eram realizadas as leituras com o LED nos 3
fundos de escala. O microcomputador ativava em sequéncia as linhas ds, ds e d7 e
realizava as leituras correspondentes aos fundos de escala de 1200, 1950 e 2980
mV (leituras de referéncia Rvp1, Rvg2, Rvpz). Também, realizava as leituras no escuro
(Svo1, Svoz, Svp3) com o LED desligado. Estes dados eram salvos e usados para
calcular a absorbancia.

A partir da etapa 8, o microcomputador executava todas as operacgdes
indicadas e ao finalizar a etapa 15, voltava para de numero 7 para iniciar o
processamento de outra amostra. Nesta sequéncia eram executadas 3 replicatas, e
as leituras eram feitas nos 3 fundos de escala estabelecidos. Apds cada leitura, era
calculada a absorbancia empregando a Equacao(1) definida na pagina anterior.

ApoOs a definicdo do fundo de escala, os experimentos foram realizados
empregando o interfaceamento mostrado na Figura 7. Observa-se nesta figura, que
os LEDs azul (. = 458 nm) e o de infravermelho estdo acoplados ao Cl ULN2803
para serem ativados através das linhas de controle dg e d;. A forma de operagao era
semelhante a descrita para o estudo dos fundos de escala. Entretanto, o
microcomputador era instruido para ativar somente as linhas de controle dg € d7. Em
cada caso eram feitas 10 leituras e as médias calculadas eram usadas como
referéncia (Rf e Rv) para calcular a absorbancia. Neste caso, o fundo de escala do

LED azul (A = 458 nm) foi ajustado para 3000 mV e o de infravermelho para 800mV.
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3.7 Reagentes e solugoes

Agua purificada com condutividade elétrica menor que 0,1 uS cm™ foi utilizada
na lavagem de material e preparo das solugdes.
Um Kit Microcistina Placa com 96 pogos para analise quantitativa, seguindo o

Método de Imunoensaio competitivo — ELISA (Enzyme-Linked Imunosorbet Assay).

3.8 Procedimento do Kit ELISA

O kit da Beacon Microcistina utilizado para este ensaio compreende placa
com 96 pocos, e o método de imunoensaio competitivo por ELISA (Enzyme-Linked
Imunosorbet Assay). O kit contém solu¢des de referéncia com concentragdes de O;
0,1; 0,3; 0,8; 1,0; e 2,0 ng'1 de microcistina, e permite a quantificacdo de
microcistina em aguas tdo baixas quanto 0,1 ug L. Os componentes que fazem

parte do kit sdo:

01 placa contendo 12 tiras com 8 pogos com anticorpos imobilizados;

01 frasco de solugao de lavagem concentrada (wash solution);

01 frasco de conjugado enzimatico microcistina-HRP (microcystin-HRP);

01 frasco de anticorpo anti-microcistina (anti-microcystin);

01 frasco de substrato (substrate);

01 frasco de solugao “STOP” (stop solution);

01 frasco controle negativo (0,0 ugL™" microcystin-LR);

01 frasco de cada solugdo de referéncia de microcistina-LR com
concentragdes de 0,1 pugL™"; 0,3 ugL™; 0,8 pgL™"; 2,0 pgL™;

01 frasco com a solugao de controle de microcistina (1,0 ugL™).
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Figura 12. Fluxograma do procedimento do kit ELISA.
3.9 Instrugoes

O Kit Microcistina utiliza anticorpos policlonais que se unem as microcistinas e
ao conjugado microcistina-enzima. A toxina microcistina presente na amostra
compete com o conjugado microcistina-enzima (peroxidase) por um numero limitado

de sitios de ligagcao de anticorpos. Os anticorpos de cabra anti-lgG de coelho estéo
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imobilizados nos pogos da placa. Apds a etapa de lavagem € adicionado o substrato,
sendo que o resultado do processo competitivo € visualizado com o desenvolvimento
de coloragéo azul. Apés um intervalo de 30 min é adicionada a solugéo de acido
cloridrico (1 molL™") (solugéo stop) para interromper o processo reacional. Apds essa
etapa a solugcdo adquire uma coloragdo amarela. Como ocorre com todo
imunoensaio competitivo (Competitive Immunoassay), a concentragdo de toxina &
inversamente proporcional a intensidade da cor da solugdo. Entdo, a diminuigao da
intensidade da cor apresenta uma correspondéncia com a concentragdao de
microcistina na amostra. Portanto, a solucdo que apresenta cor mais intensa tem
baixa concentragdo de microcistina e o inverso ocorre com a solugdo que apresenta

cor mais clara.

3.10 Especificagao

O kit da Beacon Microcistina Placa ndo apresenta diferenca entre
microcistina-LR e outras variantes de microcistina, porém detecta a quantificagdo em
varios niveis.

O kit demonstra as diversas variantes de microcistina que podemos
considerar: Microcistina-LR - 100% em reagdo cruzada; Microcistina-RR — 87%;
Microcistina-YR — 48% e Nodularina — 31%.

Como vantagem da técnica ELISA para detecgdo de microcistina, podemos

considerar a alta sensibilidade.

3.11 Cuidados com o Kit

Todos os componentes do Kit sem excecdo, devem ser armazenados em
ambiente com temperatura entre 4 °C e 8°C, quando nao estiveram em uso.
Os componentes ndo podem ser congelados, nem ser expostos a

temperatura superior a 37°C.



54

Todos os reagentes e amostras devem alcangar a temperatura ambiente
antes de iniciar a analise.

O kit ndo deve ser usado apds a data de validade.

Nao se devem misturar reagentes ou tiras de placas de kits que apresentem

diferentes niumeros de lote.

3.12 Procedimentos de analise do kit

O procedimento para a determinagcao de microcistina consiste nas seguintes
etapas:
1°- Reagentes do kit e amostras sdo mantidos a temperatura ambiente durante 30
minutos antes do teste;
2°- Prepara-se a solugdo de lavagem diluida adicionando 5 mL de solugdo de
lavagem concentrada em 495 mL de agua;
3°- Adicao do conjugado toxina-enzima peroxidase (50 yL) em cada pogo;
4°- Adicao das solugdes de referéncia (solugbes padrdo) ou amostras (50 pL) nos
POCOS;
5°- Adicao de anticorpo anti- toxina (50 uL) em cada poc¢o;
6°- Agita-se a placa rapida e cuidadosamente (durante 20-30 segundos), e entéo
cobre-se 0s pogos com parafilme;
7°- Espera-se um intervalo de tempo de 30 minutos;
8°- Apds a incubacgéo, descarta-se o conteudo dos pogos;
9°- Preenche-se 0s pogos com a solugdo de lavagem diluida e descarta-se em
seguida. Esta operagado € repetida 4 vezes, totalizando 5 lavagens. Inverte-se a
placa (pogos) em papel absorvente para retirar o maximo de agua possivel,
10°- Adicao de Substrato (100 yL) em cada poc¢o;
11°- Cobre-se 0s pocgos e espera-se 30 minutos;
12°- Adicao de 100 pL da solugao “Stop”em cada poc¢o;
13°- Leitura direta nos pogos a 450 nm.

Nota: Para evitar contaminagao, utiliza-se uma ponteira limpa para cada solucéo.

“Stop Solution”, acido cloridrico 1mol L™,
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O procedimento usual (Beacon Analytical Systems) é feito utilizando um
equipamento Elisa (Drake Equipamentos, Sdo Paulo), modelo Quick Elisa. Tal
procedimento é realizado no Laboratério Biologia Celular e Molecular do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP).

3.13 Interpretacao dos resultados

Para verificar a eficiéncia de detecgao do kit Beacon, utiliza o controle positivo
de Microcistina, 1,0 ng'1 (controle de microcistina), este valor deve estar dentro da

faixa que corresponde a 0,80 — 1,30 ng'1.

3.14 Amostras

As amostras de agua foram coletadas em varios lugares da cidade de
Piracicaba/SP: Pontos diversos do rio Piracicaba, lagoa da Rua do Porto, lagoas do
campus da ESALQ, lago de propriedade particular e ribeirdo Corumbatai, Bairro
Guamium.

Para as amostras coletadas, fez-se o disco de Secchi, medindo a
profundidade da coleta e realizando algumas medidas fisicas, como pH e
temperatura de cada coleta. Posteriormente, foram filtradas utilizando filtro 0,45 pm
(Whatman) para remogao de solidos em suspensdo e estocadas em frascos de

micro centrifuga (frasco ependorf) a temperatura de -4°C.
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3.15 Padrao de Microcistina

Foi adquirido um padrdo de microcistina —LR com lote G001 800201, de
origem Cepa Microcystis RST 9501, grau de pureza > 90% com concentragdo de
500 pgml'1. O padrao MC-LR estava em meio de metanol e devido a isto, fez-se

estudo da preparacao das solugdes de referéncia em agua e em meio metanol.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Médulo de analise com valvulas de estrangulamento

Conforme foi indicado no item 3.1, foram projetados dois médulos de analises,
sendo que um empregava valvulas solendide 3 vias (Figura 10), e o outro valvulas
estrangulamento (Figura 11). Estes dois mddulos de analises foram experimentados
visando selecionar aquele que permitisse o melhor aproveitamento do volume da
amostra, que era de 200 pL. Os registros mostrados nas Figuras 14 foram obtidos
empregando o modulo de analise da Figura 11.

O sexto conjunto de registros € um padrédo de controle que acompanha o Kit,
e segundo o fornecedor o valor deve esta entre 0,8 e 1,3 pgL” microcistina.
Observa-se pela altura dos registros que a concentracdo de microcistina esta dentro
da faixa esperada. Este resultado indica que nao ocorreu erro de preparagao das
solugdes ou contaminagéo.

O sétimo registro corresponde a leitura do branco feito com a agua usada
para preparar as solugcdes de referéncia a partir do padrao de microcistina adquirido
no mercado interno. Os registros obtidos com as solugdes preparadas usando este
padrdo de microcistina, apresentam uma tendéncia semelhante a observada com os
do Kit, exceto para a solugdo de 0,062 ug L™ microcistina, indicando que
provavelmente alguma micro-bolha possa ter ficado retida no caminho 6ptico da cela
de fluxo. Os registros seguintes correspondem as solugdes de referéncia preparadas
em metanol e observa-se que as respostas ndo tém correspondéncia com o
esperado. Este teste foi realizado tendo em vista que a solugao estoque estava em

metanol.
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Figura 13. Registros referentes a determinagcao fotométrica de microcistina. A
partir da esquerda, os primeiros cinco conjuntos de registros correspondem as
solugdes de referéncia do Kit Microcistina ELISA. Concentragdes 0,0 ; 0,1; 0,3; 0,8 e
2,0 ng'1 Microcistina. O sexto conjunto corresponde ao padrdo de controle que
acompanha o Kit. Os registros do sétimo ao décimo terceiro correspondem as
solugdes de referéncias preparadas no laboratério diluindo com aguas a solugao

estoque de 500 ugmL™". Os demais registros representam as mesmas solugdes de
referéncia preparadas em metanol.

Na Tabela 3 sdo mostrados valores em absorbancia, onde se observa que a
precisdo € boa, principalmente considerando-se que as concentragdes sao muito
baixas. Considerando-se que os registros obtidos com as solu¢des de referéncias
preparadas em metanol, indicavam comportamento discrepante, os valores maximos

nao foram processados para obter uma curva analitica.
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Tabela 3. Comparacao dos resultados dos padrées preparados no laboratério e os

obtidos com o Kit.

Amostra Concentragao Absorbancia RSD
(ug L) (A £ SD) (%)
Padrao kit 1 0,00 1,45+ 0,04 2,7
Padrao kit 2 0,10 1,32+ 0,03 2,2
Padrao kit 3 0,30 1,16 £ 0,02 1,7
Padrao kit 4 0,80 0,96 + 0,01 1,0
Padrao kit 5 2,00 0,72 £ 0,02 2,7
Padrao kit 6 controle (0,8-1,3) 0,95+ 0,02 2,1
Agua Ultra Pura Agua (Branco) 1,47 + 0,00 0,0
Amostra 1 1,00 1,08 £ 0,00 0,0
Amostra 2 0,50 1,22 £ 0,00 0,0
Amostra 3 0,25 1,30+ 0,03 3,2
Amostra 4 0,13 1,42 £ 0,02 1,4
Amostra 5 0,06 1,64 £ 0,02 1,2
Amostra 6 0,03 1,43+ 0,03 2,1

SD = Desvio padrao referente a 3 determinagdes consecutivas.
RSD = Desvio padrao relativo.

Aplicando-se um processamento de regressao linear usando os valores de
absorbancia versus as respectivas concentragcdes de microcistina, encontramos as

seguintes equacgdes lineares:

Y1 =-0,321X; + 0,615; R?=0,9856
Y, =-0,291X;, + 1,37; R*=0,9988

Onde Y, e X, representam a absorbancia e concentragao de microcistina nas
solucbes de referéncia do Kit, respectivamente; e Y, e X, representam a
absorbadncia e a concentracdo de microcistina nas solucdes de referéncia
preparadas no laboratério.

Estes dados indicam que poderiamos empregar essa solugdo estoque em

trabalho de rotina. Entretanto, ha dois obstaculos que devem ser considerados. A
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imprevisibilidade do fornecedor, pois demorou mais de um ano para se efetivar a
compra, e o0 segundo estd relacionado ao acesso aos anticorpos, cuja
disponibilidade comercial esta vinculada a aquisicdo do Kit.

Visando verificar a estabilidade da solugdo estoque preparada, 0 mesmo
experimento foi repetido no dia seguinte, obtendo os resultados mostrados no Figura
15. Comparando com os registros dessa figura com os da Figura 14, observa-se que
sao idénticos, portanto a solugdo estoque preparada no laboratério poderia ser

usada em periodo mais longo.
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Figura 14. Registros referentes a determinagao fotométrica de microcistina. As
solugdes de referéncia foram as mesmas usadas para obter os registros da Figura
14, e foram processadas na mesma ordem.



61

4.2 Estudo do efeito do fundo de escala

A intensidade do feixe de radiagcdo emitido pelo LED aumenta com
intensidade da corrente circulando através do circuito elétrico do LED. A diferenca de
potencial gerada pelo fotdbmetro € fungdo da intensidade do feixe de radiagdo
incidindo sobre a superficie ativa do fotodetector. Entdo, controlando a intensidade
da corrente que drenava através do LED, poderiamos controlar a diferenca de
potencial gerada pelo fotdmetro. Absorbancia € uma grandeza relativa, dada pela
equacao A = -log(l/lp), onde |y e | representam as intensidades do feixe de radiagéo
eletromagnética antes e depois de atravessar o meio em estudo, respectivamente.
Em um meio ideal, onde ndo haveria absor¢ao ou espalhamento de radiagao | seria
igual lp.

Nos fotdbmetros desenvolvidos para este projeto, a diferengca de potencial
gerada era diretamente proporcional a intensidade de corrente aplicada ao LED,
portanto a absorbancia poderia ser calculada em fungdo das diferencas de
potenciais geradas pelo fotébmetro. Do ponto de vista técnico era mais facil
determinar a diferenga de potencial do que intensidade do feixe de radiagéo, ou a
intensidade de corrente. Neste caso, a absorbancia foi calculada empregando a

Equacéao(1) descrita abaixo.

Absorb = -[Log(Sv-Svp)/(Rv- Svp)] ; Equagao(1)

Onde:

Sv = leitura com LED azul em mV;

Rv = leitura de referéncia em mV;

Svyp = leitura no escuro, realizada com o LED apagado.

Segundo esta equacgéo, o valor da absorbancia ndo depende do valor inicial
do fundo de escala (Svp), entretanto ndo saberiamos se a resposta dos dispositivos
eletrdnicos dependeriam da intensidade do inicial do feixe de radiagao. As interfaces
eletrbnicas mostradas nas Figuras 6 e 7 permitem variar a intensidade de emisséo
dos LEDs, variando a intensidade de corrente drenava através de sua malha de
alimentacgao, entdo este recurso foi empregado para gerar trés fundos de escala. Os

experimentos foram realizados instruindo o software para ler cada solugdo nos 3
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fundos de escala previamente estabelecidos e os resultados obtidos sdo mostrados

na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados obtidos variando do fundo de escala do fotdbmetro da Oriel.

Fundo de Equacao linear R? LD
Escala (gL™)
Curva analitica com 5 pontos: 0; 0,1; 0,3; 0,8 e 2,0 (ng'1)
(1200) mV y =997,18 -72,09x 0,9860 0,19
(1200) abs y =0,79 - 0,12x 0,9686 0,27
(1950) mV y =1726,85 - 22,87x 0,9858 0,17
(1950) abs y =0,79 - 0,12x 0,9685 0,24
(2980) mV y = 2537,56 - 130,48x 0,9401 0,23
(2980) abs y =0,79 - 0,12x 0,9689 0,23
Curva analitica com 4 pontos: 0; 0,1; 0,3 e 0,8 (ng'1)
(1200) mV y =1002,44 - 93,63x 0,9720 0,15
(1200) abs y = 0,80 - 0,18x 0,9627 0,18
(1950) mV y = 1735,27 - 158,83x 0,9718 0,13
(1950) abs y = 0,80 - 0,18x 0,9621 0,16
(2980) mV y = 2563,03 - 234,82x 0,9724 0,13
(2980) abs y = 0,80-0,18x 0,9630 0,15
Curva analitica com 3 pontos 0; 0,1; e 0,3 (ng'1)

(1200) mV y = 1008,56 - 149,21x 0,9859 0,09
(1200) abs y =0,82 -0,31x 0,9887 0,11
(1950) mV y = 1745,95 - 255,84x 0,9898 0,08
(1950) abs y =0,82 -0,31x 0,9899 0,09
(2980) mV y = 2578,34 - 374,06x 0,9868 0,08
(2980) abs y =0,82 -0,31x 0,9895 0,09

LD = limite de deteccao
R? = coeficiente de correlacao linear
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Os resultados obtidos em experimento anterior (Tabela 4) mostraram que o
método empregado n&o obedece a lei de Lambert-Beer. Para as medicdes feitas
com o equipamento ELISA, obteve-se coeficiente de correlagdo linear R = 0,9856 e
para o fotdmetro da Oriel R? = 0,9988. Observa-se que os dados da tabela acima
estdo na mesma ordem. Tendo em vista que a resposta nao perfeitamente linear,
investigou-se as curvas de regressao obtidas para 5, 4 e 3 pontos. Observa-se uma
melhoria significativa nos limites de detec¢cao quando a curva analitica foi tomada
considerando as 3 solucbes de referéncia de menor concentracdo. Observa-se
também, que este efeito foi independente do fundo de escala escolhido. Esta € uma
informacdo de suma importancia, pois indica que a resposta do equipamento de
deteccdo nao depende do fundo de escala estabelecido. Igualmente importante é
que o limite de detecgao estimado € 10 vezes menor do que a concentragédo minima
de microcistina estabelecida pela ANVISA para aguas servidas para consumo
(BRASIL, 2001).

4.3 Efeito do tempo de processamento da amostra para leitura

Conforme indicado na parte experimental, o preparo das amostras para a
deteminacado de microcistina envolve varias etapas, sendo que a etapa final inclui a
adicdo de uma solugdo acida a amostra para interromper a reagao. A partir desse
instante era necessario verificar se os valores de leitura permaneciam estaveis.
Entdo, um lote de amostras foi preparado e as leituras da absorgéao foram efetivadas
em duas etapas com intervalo de tempo de 3 horas entre eles. Analisando os
resultados mostrados na Tabela 5, observa-se que ocorreu um decréscimo em
meédia entre 5 e 10 %, portanto o tempo de leitura apos o preparo da amostra é um
parametro que nao pode ser desprezado, embora néo seja critico. Este fato alivia a
pressdo sobre o operador, pois podemos imaginar que atrasos da ordem de 10 ou

20 minutos n&o tera efeito significativo sobre a exatiddo dos resultados.
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Tabela 5. Valores de absorbincia das amostras analisadas na leitora Elisa e no

fotdbmetro, em um periodo de 3 horas.

1°tira Abs. 2°tira Abs. 3%ira Abs.
am. 1 1,010 am. 9 1,065 am. 17 0,894
am. 2 1,082 am. 10 1,013 am. 18 0,989
am. 3 1,164 am. 11 1,152 am. 19 1,099
am. 4 1,155 am. 12 1,144 am. 20 1,116
am. 5 1,131 am. 13 0,573 am. 21 0,322
am. 6 1,196 am. 14 0,591 am. 22 0,319
am. 7 1,166 am. 15 1,104 am. 23 0,330
am. 8 1,145 am. 16 1,140 am. 24 0,323
Apos 3 horas
1°tira Abs. 2°tira Abs. 3°ira Abs.
am. 1 1,000 am. 9 1,023 am. 17 0,816
am. 2 1,067 am. 10 0,969 am. 18 0,896
am. 3 1,134 am. 11 1,084 am. 19 1,002
am. 4 1,126 am. 12 1,088 am. 20 1,004
am. 5 1,100 am. 13 0,534 am. 21 0,310
am. 6 1,158 am. 14 0,546 am. 22 0,303
am.7 1,128 am. 15 1,038 am. 23 0,298
am. 8 1,122 am. 16 1,058 am. 24 0,318

4.4 Comparagao dos fotometros

Visando comparar o desempenho do fotdbmetro desenvolvido no laboratério
com o da Oriel, dois conjuntos de solugdes de referéncia iguais foram processadas
com os dois instrumentos, empregando o0 moédulo de analise com 0s mesmos
parametros descritos na Tabela 2. Observa-se nesta figura que ha uma diferencga
significativa entre os maximos dos registros relacionados as detec¢do do branco e
da solucdo de referéncia com a concentragcédo de 0,1 ng'1 de microcistina. Este
resultado indica que o sistema tem sensibilidade para determinacdo de

concentracdes de microcistina com valor menor do que 0,1 ng'1.
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Figura 15. Resposta dos fotometros. Os registros da primeira figura obtidos com o
fotdmetro da Oriel e os da segunda com o fotdbmetro do laboratério. Os numeros
sobre os registros sao as concentragdes de microcistina.

Tabela 6. Performance dos fotodetectores.

P ~ |
Fotometro da Oriel Limite de deteccao (pgl")

Y4 =0,4095 - 0,533X R? = 0,9989 0,04

Y, =0,3804 - 0,2688X R*=0,9381 0,08
Fotometro do laboratério Limite de deteccdo (ugL™)

Y1 =0,3689 - 0,357X R*=1 0,02

Y2 =0,3535- 0,2169X R*=0,9720 0,03
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Analisando os dados da Tabela 6, verifica-se que os limites de deteccéo
estimados para o fotbmetro do laboratério sdo melhores que os obtidos para o da
Oriel. Os coeficientes de regressao linear sdo melhores, mas devemos levar em
conta as solucdes de referéncias ndo foram as mesmas. Entretanto, o melhor limite
de deteccdo € um indicador de que o fotdmetro desenvolvido no laboratério tem um

baixo nivel de ruido.

4.5 Analises das amostras

Foram analisadas amostras coletadas no Rio Piracicaba e nas Lagoas da
ESALQ/USP. As analises foram feitas com as replicatas coletadas em cada ponto. A
temperatura e o pH de cada amostra foram medidos no momento da coleta. O valor
do pH variou entre 6,41 a 7,66 e a temperatura entre 23,2 a 24,2 °C.

Analises de amostras coletadas em um sitio de propriedade particular foram
realizadas seguindo o mesmo procedimento descrito anteriorrmente. Medidas como
temperatura e pH foram realizadas no momento da coleta, onde o pH variou entre
5,20 a 7,20 e a temperatura registrada foi de 24°C. Amostras do rio Corumbatai na
regidao do bairro Guamium, também foram coletadas em diversos pontos. Os

resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 7.



Tabela 7. Determinagdo de microcistina em aguas.

Amostra Elisa Fotébmetro - Abs Fotébmetro - mV
(ugL™") (ugL™) (ugL™")
padrao 1 0,00 0,00 +£ 0,00 0,00+ 0,00
padrao 2 0,10 0,10 £ 0,02 0,09 + 0,01
padrao 3 0,30 0,32 + 0,01 0,32 + 0,01
padrao 4 0,80 0,80 + 0,03 0,85 + 0,01
padrdo 5 2,00 1,95 + 0,06 1,98 £+ 0,09
controle 6 0,71 0,73+0,02 0,74 + 0,01
amostra 1 0,00 0,08 £ 0,00 0,07 +0,00
amostra 2 0,08 0,07 £ 0,00 0,07 +0,00
amostra 3 0,17 0,179+ 0,02 0,19+ 0,00
amostra 4 0,20 0,24 +£ 0,00 0,23 +0,00
amostra 5 1,54 1,46+ 0,05 1,60 +£ 0,05
amostra 6 0,00 0,05 +0,01 0,06 £ 0,00
amostra 7 1,20 0,88 £ 0,02 0,89 +£ 0,00
amostra 8 0,11 0,179+ 0,02 0,18+ 0,00
amostra 9 0,20 0,24 + 0,00 0,24 + 0,01
amostra 10 0,08 0,09 + 0,01 0,09+ 0,00

SD = desvio padrao referente a 3 replicatas
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Tabela 8. Comparacédo das caracteristicas analiticas do sistema com detector da

Oriel para a determinagao de microcistina em aguas. Curva analitica com 4 pontos.

Parametros Elisa Fotometro - Abs Fotometro - mV

Resposta linear  y=0,525-0,434X y=0,404-0,191X y=2020,7 - 818,97X

Concentragao 0,1-0,8 0,1-0,8 0,1-0,8
(ugL™)
Coeficiente de 0,9783 0,9986 0,9998
correlacdo (R?)
LD (ugL™) 0,04 0,005

LD = limite de deteccédo e SD = desvio padrao para n=3

Observa-se que a correlacao linear obtida com os dados do fotémetro da Oriel
foi melhor que a obtida com os do detector ELISA. Estes dados foram obtidos com
um fundo de escala de 3000 mV. Entdo, comparando-os com os dados da Tabela 6
para este fundo de escala, observa-se que houve ganho significativo no limite de

deteccao estimado.

4.6 Emprego do fotdmetro montado no laboratoério

Os resultados apresentados foram obtidos empregando o fotdbmetro da Oriel,
0 qual apresentou bom desempenho. Trata-se de um equipamento comercial,
portanto era esperado que tivesse uma boa resposta. Conforme mostrado na parte
experimental (Figura 4), foi desenvolvido um fotébmetro empregando fotodiodo e
amplificador operacional. Este equipamento foi desenvolvido tendo objetivo obter um
sistema de baixo custo e bom desempenho, e também adquirir experiéncia no
desenvolvimento de instrumento de detecgao de alta sensibilidade.

O fotdmetro foi utilizado para realizar os experimentos com o mesmo LED, a
mesma cela de fluxo e 0 mesmo modulo de analise empregado com o fotdbmetro da

Oriel. Os resultados obtidos empregando este equipamento sdo mostrados na
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Tabela 9, onde observa-se que ndo ha diferenga significativa com os obtidos com o

equipamento ELISA.

Tabela 9. Resultado das analises das amostras aguas para determinagcdo de

microcistina empregando o fotémetro desenvolvido no laboratorio.

Amostra Elisa Fotometro - Abs  Fotémetro - mV
(ugL™) (ugL™) (gL™)
padrao 1 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
padrao 2 0,10 0,10 £ 0,00 0,10+ 0,00
padrao 3 0,30 0,29 + 0,00 0,30 £ 0,00
padrao 4 0,80 0,81 + 0,03 0,76 + 0,01
padrao 5 2,00 2,03+ 0,01 2,01 +£0,02
controle 6 1,04 1,1 £ 0,01 0,96 £ 0,00
amostra 1 0,04 0,170 £ 0,01 0,08 +£ 0,01
amostra 2 0,14 0,14 +£ 0,00 0,14 £ 0,00
amostra 3 0,09 0,09 £ 0,01 0,07 £ 0,00
amostra 4 0,07 0,08 + 0,00 0,08 £ 0,00
amostra 5 0,07 0,09+ 0,00 0,07 £ 0,00
amostra 6 0,10 0,10 £ 0,01 0,08 £ 0,00
amostra 7 0,13 0,11 +0,00 0,12+ 0,00
amostra 8 0,06 0,09 £ 0,02 0,06 £ 0,00
amostra 9 0,26 0,24 + 0,00 0,24 +£ 0,00
amostra 10 0,15 0,17 £ 0,00 0,15+0,00

SD = desvio padrao referente a 3 replicatas

Comparando os dados da Tabela 7 e 9, verifica-se que o desempenho do

fotdbmetro proposto é idéntico ao do fotbmetro da Oriel. O equipamento da Oriel

custou US$ 1.200, 00 ha 7 anos enquanto que no fotdmetro proposto os

componentes importados sao fotodetector e o amplificador de instrumentagéao, os

quais custaram ha 4 anos US$ 22,00 e US$ 32,00, respectivamente. Este ultimo tem
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um custo muito menor e um desempenho semelhante ao importado, isso indica que
equipamento de alto desempenho pode ser desenvolvido no laboratério de quimica
analitica. A comparagao estatistica dos resultados mostrados através do test-t
pareado, indicaram que os mesmos nao apresentam diferenca significativa em um

nivel de confianca de 95%.

Tabela 10. Caracteristicas analiticas do sistema com fotdbmetro montado no

laboratorio.

Parametros Elisa Fotometro - Abs Fotometro - mV
Equacéo linear y=0,4233-0,2748x vy =0,369-0,364x y=1983,81 -433,4x
Coeficiente de 0,9693 0,9988 1
correlagdo R?

LD (ugL™) 0,01 0,002

LD = limite de detecgdo e SD = desvio padrdo para n=3

O maximo de absorbancia do composto é 450 nm e tem uma largura de
banda da ordem de 30 nm. O LED empregado tem maximo de emissdo em 458 nm
e uma largura de banda de 25 nm, portanto ha uma boa abrangéncia entre as
bandas de emissdo do LED e de absor¢do do composto. Os resultados obtidos
demonstram que esta fonte de radiacdo é apropriada para determinagdo de
microcistina em aguas. O emprego de um LED de alto brilho (10000 mcd) com feixe
de emissdo em angulo estreito (15°) permitiu o emprego de uma cela de fluxo com
caminho optico de 40 mm. Os limites de deteccdo estimados com os dois
equipamentos permitem o emprego para o monitoramento de microcistina em aguas
para consumo, onde segundo a resolucdo da ANVISA o limite maximo é 1 pgL™. Os
limites de deteccdo mostrados nas Tabelas 8 e 10 indicam também que os dois
instrumentos podem ser usados para o monitoramento de aguas para hemodialise,
onde segundo a ANVISA, a microcistina deve estar ausente, portanto é necessario
dispor de equipamentos de alta sensibilidade.

O desempenho em termos de baixo limite de deteccdo em boa parte pode ser
atribuido a geometria da cela de fluxo mostrada na Figura 3, a qual foi desenvolvida
para este projeto. O emprego dos cilindros de vidro como guia de onda para levar

feixe de radiacdo do LED a solugado dentro da cela de fluxo e desta até o foto
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detector, € um fator de inovagdo ainda ndo explorado. Teve como vantagem
minimizar perda de radiacdo por espalhamento, efeito observado quando é usada
celas de fluxo feitas com tubos de vidro.

Conforme indicado na Tabela 2, entre o processamento de cada amostra, a
cela de fluxo era esvazida, aspirando ar através dela. Esta estratégia tinha como
objetivo evitar a diluicdo da amostra, que ocorreria se a cela estivesse cheia com
agua como ocorre em sistemas FIA usuais. O volume da amostra era 200 uL,
portanto ndo poderia ser usado para lavar a cela de fluxo. A implementagao desta
estratégia permitiu que mesmo com um volume de amostra tdo pequeno, a detecgéo
fosse efetuada com 3 replicadas. A cela de fluxo foi montada na posicéo vertical, e
as extremidades do canal interno do tubo de vidro foram alargadas para 2 mm,
visando facilitar a liberacdo das bolhas de ar. Com esta geometria, as bolhas de ar
eram facilmente aspiradas para fora. Com isso, o esvaziamento da cela entre o
processamento das amostras pode ser implementado sem transtornos causados
pelas bolhas.

Tendo em vista que micro bolhas de ar poderiam ficar retidas na cela de fluxo,
foi instalado o LED de infravermelho (A = 850 nm), visando usar o recurso de leitura
em dois comprimentos de onda para corrigir a variagdo causada pelas bolhas
(ZAGATTO et al.,, 1990). Dessa forma, na execugdo da etapa de leitura, o
computador ligava sequencialmente os dois LEDs e fazia as respectivas leituras.
Analisando os dados verificou-se que nao havia diferengas significativa entre eles,
indicando que n&o ocorreu retencdo de bolhas na cela de fluxo. Entdo, os dados
referentes a essa correcdo nao foram utilizados.

Como propulsor de fluido foi empregado uma bomba de seringa desenvolvida
para este projeto. Conforme indicado na parte experimental, o angulo de rotacéo do
motor por passo era de 7,5 graus, portanto eram necessarios 48 passos para
completar uma volta. O deslocamento da seringa era de 1,0 mm por volta, e o
volume deslocado, determinado por pesagem, era de 17,6 pL. Esta caracteristica do
propulsor de fluido, facilitava a manipulacao de pequenos volumes de amostra. Esta
facilidade foi explorada para conseguir a inser¢cao de 3 replicadas da amostra. O
tubo que conduzia a amostra do recipiente (pogo) até a entrada da cela de fluxo
tinha um volume de 20 uL. O volume da cela de fluxo era 32 uL. Na Tabela 2 esta

indicado que na primeira etapa de amostragem (etapa 8 ) era aspirado 117,6 puL.
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Este volume garantia o completo enchimento da cela de fluxo. Nas etapas seguintes
(10 e 12) era aspirado 29,4 uL em cada caso. Observa-se que no total era utilizado

178,4 uL da solugao de referéncia ou da amostra.
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5. CONCLUSAO

O sistema de determinagdo proposto apresentou 6timo desempenho
permitindo alcancgar limite de detecgcao abaixo do valor estabelecido pela ANVISA
para microcistina em aguas potaveis.

O emprego da bomba de seringa em sistema baseado em multicomutacao
mostrou que este dispositivo € viavel, o que agrega valor ao trabalho, pois € um
dispositivo de baixo custo e alto desempenho como propulsor de fluido.

O fotdbmetro desenvolvido no laboratério apresentou sensibilidade suficiente
para atender as exigéncias do Ministério da Saude, que estabelece em 1 ng'1 a
concentragdo maxima de microcistina em aguas para consumo.

A cela de fluxo com caminho 6ptico de 40 mm e volume interno de 32 L foi
um dispositivo chave para alcancar a sensibilidade necessaria para atender os
objetivos do projeto.

Pela primeira vez em sistemas de analise quimica em fluxo foi empregado o
procedimento de esvaziamento da cela de fluxo entre as amostras. A geometria da
cela permitiu que esta etapa foi executada sem a retengdo de bolhas no caminho

optico, o que comprometeria os resultados.
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