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INTRODUGAO

Um fluorimetro € um aparelho que tem a
capacidade de medir grandezas de substancias
fluorescentes. Seu funcionamento baseia-se na
excitagdo de atomos ou moléculas por uma fonte de
luz e a detecgdo do comprimento de onda por ela
emitido (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema da parte interna de um fluorimetro. Fonte:
autoria prépria

A quinina é um sdlido branco extraido de
arvores do género Cinchona e historicamente
utilizada como farmaco (OLIVEIRA;
SZCZERBOWSKI, 2009). E muito conhecida por
suas propriedades fluorescentes e por seu uso
como flavorizante da agua tdnica e, muitas vezes, é
utilizada como padrdo em analises por métodos
comparativos ou para calibragdo de equipamentos
como os fluorimetros (CHEN, 1967). Seu espectro
de emissdao e excitacdo pode ser observado na
figura 2(A). Essa caracteristica se deve a sua
estrutura molecular plana (Figura 2B), com presenca
de aromaticos, anéis fundidos, grupos hidroxi e
metdxi que, segundo BETAEQ (2018), favorecem a
fluorescéncia.
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Figura 2 - (A) espectro de emissao e excitacdo da
quinina. (B) Estrutura molecular da quinina. Fonte: UFJF, 2015.

Pela falta de recursos financeiros
encontrada em diversas instituicbes do pais, a
compra do fluorimetro comercial ndo é acessivel.
Visando o contato pratico com o conteudo tedrico
visto em aulas e a exposigdo a técnicas pouco
conhecidas, o objetivo deste trabalho foi a
construgéo e validagdo de um fluorimetro de baixo
custo e sua utilizagdo para determinar quinina na
agua tonica comercial. Além disso, foram
desenvolvidos dois roteiros de aula pratica que
servem como guia aos professores.

METODOLOGIA
2.1 Construgcao do fluorimetro

A construgdo do equipamento baseou-se
nos trabalhos de de OLIVEIRA et al.,, (2015) e
Sartori e Loreto (2009). Para maiores detalhes do
equipamento, incluindo a montagem do circuito,
pode-se acessar o} link: <
http://bit.ly/roteirofluorimetro >.

2.1.2. Teste dos componentes do equipamento

Para a escolha da fonte de radiacao
testou-se LEDs amarelo, verde, azul e violeta.
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Com relagdo ao filtro de radiagdo, foram
avaliados o papel celofane e lentes de 6culos de
equipamento de protegéo individual (EPI), ambos
nas cores verde e amarelo. Realizou-se medidas no
espectrofotdmetro UV-Vis (ultravioleta-visivel) com
0s materiais.

Como cubeta, uma tampa de caixa de fita
de pH foi testada, comparando seu espectro na
regiao do UV-Vis com os de cubetas plasticas e de
quartzo.

2.2 Condigoes de operaciao

Para utilizar o equipamento foi atribuido o
seguinte procedimento: a cubeta era inserida no
equipamento, que era fechado e um cronémetro
acionado. Ap6és 10 segundos, a DDP obtida no
multimetro era anotada. A medida do branco era
feita, e, posteriormente, descontada da voltagem
obtida das solugdes de trabalho.

2.3 Preparo das solugdes, amostras e
construgao das curvas de calibragao

Tendo como base o artigo de OLIVEIRA et
al. (2015), diluicbes de 5 a 35 ppm para curva de
calibracdo externa foram preparadas (Figura 3A) a
partir da solugdo estoque de padrdo de quinina
1000 ppm, utilizando como solvente solugdo de
H,SO, (0,05M). A curva foi elaborada com a
correlagdo entre o sinal de tensdo medido no
multimetro para as diluicdes..

As amostras de agua tonica utilizadas foram

adquiridas no comércio local. O seu preparo foi
precedido de eliminagdgo do gas carbbnico,
utilizando sistema conjunto de sonicagao e vacuo
até a nao observacdo de bolhas. As amostras
foram diluidas a 25% (v/v), com mesma solugéo
acida.
As solugdes para construgdo da curva de adigao de
padrao foram feitas com 0, 40, 80 e 120 L da
solucdo padrdo de 1000 ppm e seguiram o método
da figura 3B para o total de 10 mL. A quantificagdo
baseou-se em um grafico de concentragdo x ddp,
com pontos em 0, 4, 8 e 12 ppm de padrao
adicionado na amostra. Na sequéncia foram
realizados os ensaios de recuperagao.
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Figura 3. Preparo das solugbes para curva de calibragéo externa
(A) e adicéo padréo (B) Fonte: autoria prépria

2.4 Parametros de mérito

Para as medidas de precisdo instrumental e
intra-ensaio foram realizadas, respectivamente, 7
medidas sucessivas da mesma amostra e 7 de
preparagdes independentes, usando solugdo padrao
(30 ppm de quinina) e amostra (25 % agua tonica).
Ja a inter-ensaio foi calculada com a média dos
desvios-padréo encontrados em cada medida de
precisdo intra-ensaio. Outros pardmetros como o
limite de deteccdo (LOD), limite de quantificagao
(LOQ) foram calculados de acordo com Ribani et
al.(2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Componentes do equipamento

Como fonte de radiagao, o LED violeta foi
escolhido, pois emite radiagdo na faixa do pico de
excitagdo da molécula de quinina - aprox. 368 a 450
nm (Figura 2A).

Quanto ao filtro a ser utilizado, deveria
atender dois requisitos: (i) Absorver a luz emitida
pelo LED para que o fotoresistor (LDR), detectasse
a menor quantidade de luz proveniente da fonte e
(i) Nao absorver a luz emitida pela substancia
analisada (400 - 550 nm), pois caso contrario, o
fotoresistor nao iria captar a fluorescéncia. O
espectro da figura 4A mostra que o celofane
amarelo (linha amarela) seria o ideal para as
analises, pois € o que melhor absorve na regido do
ultravioleta (UV) e deixa passar na regido de 400 -
550 nm. Contudo, as lentes de 6culos eram muito
mais faceis de manusear, por serem mais rigidas, e
proporcionarem uma melhor reprodutibilidade para
compor o instrumento. Ambas as lentes, no entanto,
absorviam o comprimento de onda maximo emitido
pela quinina (450 nm), portanto a lente escolhida foi
aquela que menos retinha na regido de emissao
como um todo (400-550 nm), ou seja, a lente
amarela (figura 4B).
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Figura 4 - (A) Absorbancia dos papéis celofane. (B) absorbancia
das lentes.
Linha vermelha - celofane vermelho
Linha verde - (A) celofane verde. (B) lente verde
Linha amarela - (A) celofane amarelo. (B) lente amarela
Fonte: autoria propria

As cubetas convencionais de plastico, vidro
e quartzo ndo eram adequadas para o fluorimetro,
por possuirem dois lados adjacentes foscos. A parte



fosca ficaria virada para o LED ou LDR, o que
impossibilitaria uma leitura precisa da medida feita,
ja que o fosco prejudica a passagem de luz. Devido
a esse empecilho, uma tampa de caixa de fita de pH
foi testada para possivel substituicdo. Por possuir
um espectro de absor¢do muito proximo ao das
cubetas de plastico comumente usadas (Figura 5), e
nao absorver intensamente na regido do visivel
(acima de 400 nm) - regido de fluorescéncia do
analito-, ela foi a escolhida.
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Figura 5 - Absorbancia das cubetas testadas. Fonte: Autoria
prépria
3.2 Validagéao e analise de amostra

Na tabela 1 estdo reunidos os parametros
de validacdo do equipamento e do método utilizado
para a determinacao e quantificagdo de quinina em
agua ténica.

Tabela 1 - Parametros de validagao de método.

Préametros Quinino
Faixa linear (ppm) 5-35
Intercepto (ppm) 0,00469 £ 0,0169
Coeficiente angular 0,0212 £ 0,0030 [
Coeficiente de determinagéo (a) 0,9932 + 0,0054
LOD (ppm) 2,63
LOQ (ppm) 7,97
Precisao intra-ensaio, padrao 30 ppm (%) (b) 0,97
Precisao inter-ensaio, padrdo 30 ppm (%) 2,88
Preciséo instrumental, padrao 30 ppm (%) (c) 0,69
Precisao intra-ensaio, agua ténica 25% (%) (b) 0,79
Precisao inter-ensaio, agua ténica 25% (%) 0,78
Precisao instrumental, agua ténica 25% (%)(c) 1,59
Recuperagdo agua ténica 4,04 ppm de adicdo (%) 57,1
Recuperagdo agua ténica 8,08 ppm de adicdo (%) 71,9
Recuperagao dgua tonica 12,12 ppm de adigao (%) 71

(a) para valores de n =7, cada ponto da curva medidos em triplicata
(b) para valores de n=7, medidas de preparagdes independentes
(c) para valores de n=7, para medidas sucessivas

Fonte: autoria propria

Para a determinacdo da linearidade da
curva e seu coeficiente angular, foram construidas
algumas curvas de calibracdo prévias, que
mostraram a faixa linear obtida na tabela 1. Assim,
o preparo das solugdes se deu nesta faixa e fez-se
outras 5 curvas de calibragdo externa, em que o
coeficiente de determinacdo médio e o coeficiente
médio angular puderam ser calculados.

Com os resultados de LOD e LOQ obtidos,
€ possivel inferir que o aparelho construido pode

detectar e quantificar o analito em amostras diluidas
numa faixa maior que 8 ppm. O fluorimetro
construido, portanto, € adequado para analises de
trago, em que a concentracdo de analito esta entre
1 ppb a 100 ppm (SILVA, 2015). Esses parametros
poderiam ser melhorados se o comprimento de
onda que chegasse ao detector fosse aquele de
maxima emissao da molécula, o que aumentaria a
sensibilidade do instrumento.

Ao observar a tabela 1, as medidas de
precisdo instrumental e intra-ensaio, tanto para a
amostra de agua tbnica quanto nas solugdes com
padrédo de quinina, ficaram abaixo de 1% e a
precisdo inter-ensaio se manteve inferior a 3%.
Esses valores mostram que o aparelho construido e
0 método de preparo das amostras foram
satisfatérios, ja que atendem as exigéncias da
ANVISA (2003) que admite valores até 5% de
precisao.

De acordo com Ribani (2004), o intervalo
aceitavel de recuperagdao para analise de tracos
esta entre 70% e 120%. A recuperagao media
obtida com a marca comercial analisada foi de
66,7%, se mostrando assim, abaixo do indicado e
indicando possivel interferéncia de matriz. Na tabela
1, em que se encontram as recuperagdes para as
respectivas concentragdes adicionadas, é possivel
observar que apesar da recuperagao média estar
abaixo do indicado, os resultados dos percentuais
individuais demonstram um resultado satisfatério.

Para verificar qual método deveria ser
adotado para a quantificagdo da amostra,
realizamos estudos de seletividade pela
comparagao das curvas construidas (Figura 6).
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Figura 6 - Curvas de calibragdo externa e adigdo padréo. Fonte:
Autoria propria.

Os coeficientes angulares  obtidos
demonstram que nao ocorreu a condigdo de
paralelismo esperada, comprovando que o método
empregado ndo possui seletividade, ou seja, ocorre
a interferéncia da matriz da amostra na
determinacdo do analito. Portanto, verifica-se que
ao realizar a analise, € necessario efetuar o
procedimento de adi¢do padrao, mesmo sendo mais
trabalhoso, ja que este corrige o efeito da matriz.

A quantificagdo de quinina na agua tbnica
comercial foi realizada em duplicata e obteve-se
28,93 + 0,607 ppm de quinina.



No Brasil, conforme definido no art. 25, do
Regulamento aprovado pelo Decreto n° 6.781, de 4
de junho de 2009, Agua Ténica de Quinina é o
refrigerante que contiver, obrigatoriamente, entre 30
- 70 mg L (BRASIL, 2009).

O resultado encontrado condiz com o
previsto, mesmo estando ligeiramente abaixo do
minimo permitido. Uma explicagéo plausivel para o
valor obtido, é o fato de que a utilizagao do filtro de
radiacdo escolhido ja traz um erro associado.
Medidas de fluorescéncia precisam respeitar a lei
de Lambert-Beer, que preconiza uma medida feita
em um unico comprimento de onda. Como a lente
amarela absorvia o comprimento maximo de
emissao da quinina e deixava passar uma regiao
ampla de radiacdo, a quantificacdo nao foi tao
exata. Uma possivel alternativa para obter um
resultado mais exato seria efetuar mais réplicas
para a quantificacdo e buscar por filtros mais
seletivos ou um detector que distingua os
comprimentos de onda.

Um roteiro para aula pratica visando a
determinagdo da quinina em agua ténica por técnica
fluorimétrica foi desenvolvido e pode ser acessado
em: < http://bit.ly/roteiroanalise >.

CONCLUSAO
O equipamento proposto pdde ser
construido de maneira bastante satisfatoria,
utilizando  materiais acessiveis e que se

comprovaram bastante eficientes, como a lente de
6culos de protegao e a cubeta de tampa de caixa de
fita de pH. A validagdo realizada indicou o bom
funcionamento do equipamento e do método para
determinar a quinina em agua tbnica, ja que todas
as medidas de precisdo ficaram abaixo de 5%, o
padrao estabelecido pela ANVISA. A quantificacédo
da amostra comercial de agua ténica foi condizente
com o descrito na legislagdo brasileira, embora
maiores analises futuras poderiam alcangar
resultados mais exatos.

Dessa maneira, torna-se evidente que a
construgdo desse equipamento como instrumento
complementar ao aprendizado teérico nas salas de
aula é de extrema relevancia. Para isso, os roteiros
de aula pratica montados podem ser utilizados.

A participagdo no 1° Congresso Online
Nacional de Quimica Analitica e Ambiental
(CONQUIAMB) em 2020, e a conquista de mengéo
honrosa como melhor apresentagdo oral na area
educacional, além da publicacdo do resumo do
trabalho (ISBN: 978-65-86861-45-7), refletem a
qualidade e importancia do trabalho desenvolvido.
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