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RESUMO

O presente trabalho apresenta as caracterizagdes espectroscopicas e o tempo
de vida de solugdes fluorescentes inseridas em salivas artificiais. Os pigmentos de
fluoresceina e de corante natural, extraido das folhas de Tradescantia pallida
purpurea, foram preparados inseridos em salivas com diferentes valores de potencial
de hidrogénio (pH ~3.5-11,9). Medidas espectroscopicas de absorc¢éao, fluorescéncia
e fluorescéncia resolvida no tempo foram realizadas nas amostras investigadas em
funcao do pH. Nas salivas artificiais puras foram determinados os coeficientes termo-
opticos (dn/dT) utilizando um interferémetro em fungao do pH. A saliva foi escolhida
para investigacao devido a sua importancia em uma variedade de fungdes corporeas,
como lubrificacdo, mastigagao, degluticdo e digestdo. Existem muitas vantagens em
usar a saliva como um biofluido. Porque sua coleta é rapida, facil, econémica e nao
invasiva. Além disso, a saliva, pode refletir o estado fisiolégico e patoldgico do corpo
e o pH da saliva € um indicador para algumas doencas. O objetivo do trabalho € avaliar
os corantes fluorescentes, fluoresceina e corante natural, como possiveis
biossensores dependentes do pH, para diagndstico de doengas, visto que o pH da

saliva humana pode variar em caso de patologias.

Palavras-chave: Saliva Artificial. Potencial Hidrogeniénico. Fluoresceina.
Antocianina. Tempo de Vida de Fluorescéncia. Absorbancia. Fluorescéncia.
Coeficiente Termo-Optico.



ABSTRACT

The present work presents the spectroscopic and lifetime characterizations of
fluorescent solutions inserted in artificial saliva. Fluorescein and natural dyes,
extracted from the leaves of Tradescantia pallida purpurea, were prepared and
inserted in artificial saliva at the different potential of hydrogen (pH ~3.5-11,9) values.
Spectroscopic measurements of absorption, fluorescence, and time-resolved
fluorescence were performed in the investigated samples as a function of pH. In pure
artificial saliva, the thermo-optic coefficient (dn/dT) was determined using an
interferometer as a function of pH. Saliva was chosen for lubrication, chewing,
swallowing, and digestion. There are many advantages to using saliva as a biofluid.
Because its collection is quick, easy, inexpensive, and non-invasive. Furthermore,
saliva may reflect the physiological and pathological state of the body and the pH of
saliva is an indicator for some diseases. This work aims to evaluate fluorescent dyes,
fluorescein, and natural dye, as possible pH-dependent biosensors for disease

diagnosis, since the pH of human saliva can vary in case of pathologies.

Keywords: Artificial Saliva. The potential of Hydrogen. Fluorescein. Anthocyanin.
Fluorescence Lifetime. Absorbance. Fluorescence. Thermo-Optical Coefficient.
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INTRODUGAO

Um método mais comumente utilizado nos laboratérios para diagndstico clinico,
€ por meio da analise do sangue [1].0 problema de tal método é que ele € invasivo e
muito das vezes causa incomodo e dor ao paciente [2]. Sabendo disso e com o0 avango
das tecnologias, novos meios para analise do estado de saude de um individuo vém
sendo desenvolvidas. Sendo assim, o fluido salivar tem sido uma alternativa para uma
analise menos invasiva e de facil coleta [1,3]. Pois, na saliva existem em menor
concentragcdo alguns constituintes que também estdo presentes no sangue como:
acido desoxirribonucleico, acido ribonucleico, proteinas, horménios, metabdlitos,
anticorpos entre outros [1]. Por outro lado, como a concentracdo dos marcadores
biologicos € mais baixa em relacdo a que esta presente no plasma, e devido a
viscosidade, e durante armazenamento e transporte podem ocorrer riscos de
contaminagao bacteriana além de outras interferéncias contidas na saliva, faz com
que haja uma maior limitagdo na colecdo da amostra de saliva e na utilizagdo dela
como meio de diagndstico [3-5].

Segundo LIMA et al. (2014) “os recentes avangos cientificos e tecnoldgicos
estdo produzindo melhoras continuadas em aspectos como a determinacdo dos
componentes salivares [...]". Além disso, com o maior conhecimento a respeito das
caracteristicas de nanoparticulas e corantes tem surgido biossensores, sensores
colorimétricos e eletroquimicos capazes de superar tais limitagdes com capacidade
de analise no local [2,4,6]. Por outro lado, recentemente muitos trabalhos estdo dando
maior aten¢ao aos corantes naturais e suas aplicagdes [7], por exemplo em aplica¢des
com marcadores Opticos em diagnosticos médicos de varias doengas [8],
biomonitoramento ambiental [9], na area alimentar, cosmética e industrial [7].

Neste trabalho foram realizadas caracterizagdes espectroscopicas e fotofisicas
de corantes fluorescentes (fluoresceina e antocianina) suspenso em saliva artificial
em diferentes valores de potencial de hidrogénio (pH). A saliva foi usada como um
fluido de estudo com a finalidade de simular um meio bioldgico e analisar qual o melhor
sensor, ou seja, aquele com maior sensibilidade de detecgao de variagdo do pH
salivar. Os resultados obtidos serdo comparados com resultados da literatura usando
nanoparticulas de CdSe/ZnS embebidas em biofluidos em fun¢do do pH [10]. O
estudo dependente do pH se justifica, devido ao fato de que, em uma pessoa saudavel
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o valor do pH salivar varia entre 6 e 7, conforme o fluxo salivar, podendo haver
pequenas alteragbes para baixo ou para cima, independentemente da idade.
Enquanto que, em individuos que apresentam alguma patologia o valor de pH podera
sofrer variagdes, como por exemplo, pacientes com cancer apresentam menores
niveis de pH salivar assim como em casos de pacientes com refluxo gastroesofagico
entre outros [11,12].

Assim, o objetivo desse trabalho & fazer uma caracterizagdo espectroscopica
(absorcéo e fluorescéncia) e termo-optica (determinagdo do parametro de dn/dT) em
funcao da variagao do pH da saliva, e avaliar dois corantes fluorescentes (antocianina
e fluoresceina), como uma potencial solu¢ao fluorescente dependente do pH, para
possivel aplicagdo como biossensor para diagnosticos de doengas, levando em

consideragao que o pH da saliva humana pode variar em casos de patologia [11].
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CAPITULO 1
1 CONSIDERAGCOES TEORICAS

Neste capitulo sdo apresentados os conceitos importantes para o entendimento

da saliva (natural e artificial) e sobre potencial hidrogenidnico.

1.1 Saliva natural e artificial

A saliva é um importante fluido corporal sintetizado e secretado pelas glandulas
salivares. Essas glandulas sdo divididas em maiores (parotidas, submandibular e
sublingual) e menores (labial, bucal, lingual e palatina) e sdo inervadas pelo sistema
autébnomo [13]. Ela exerce um importante papel de lubrificagcdo e umedecimento,
ingestao do bolo alimentar, homeostase e de prote¢gdo microbiana. A sua composi¢cao
consiste basicamente em agua (99,5%), e o restante de sais inorgénicos e enzimas
(0,2%) e proteinas (0,3%) [13].

Além disso, sdo encontrados em menor concentragéo alguns constituintes que
estdo presentes no sangue como: acido desoxirribonucleico, acido ribonucleico,
proteinas, horménios, metabdlitos, anticorpos entre outros. Isso ocorre devido aos
processos de difusdo passiva e dos transportes recorrentes da ultrafiltracdo das
membranas, proporcionando que ocorra o transporte de substancias presentes no
sangue para a saliva [1]. A presenca desses componentes denominados
biomarcadores sao fontes de informacao sobre a condicdo do estado de saude pois
eles se alteram caso o individuo apresente alguma doenga, da mesma forma isso
ocorre em relagao ao pH salivar [1].

Devido ao fato da coleta da saliva ser de facil acesso e nao invasiva, muitos
pesquisadores tem utilizado o fluido salivar para obter importantes informagdes do
estado fisiolégico e patoldgico que o corpo se encontra [12]. Sendo assim, a saliva
tem se mostrado como uma 6tima opgéao para diagnostico e monitoramento em muitos
campos da ciéncia como a medicina, odontologia e farmacoterapia [14].

Um pH considerado normal para saliva varia entre 6,0 - 7,0, mas podera haver
reducdo do pH salivar em pacientes com doencgas, como por exemplo pacientes com
refluxo gastroesofagico, estomatite protética entre outros [12]. Em casos de disfungao

das glandulas salivares, como xerostomia e a hipossalivagao é feito o uso de saliva
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artificial. A saliva artificial garante a lubrificacdo dos tecidos orais, alivia a sensacgéao
de boca seca e protege os tecidos dentais das caries [15].

Existem varias abordagens sobre como pode ser obtida essa saliva artificial,
além de algumas delas tentarem imitar a saliva natural. Na formulagdo da saliva
artificial que é encontrada disponivel no mercado é composta por carboximetilcelulose
(CMC), carboximetilcelulose de sodio (SCMC) e hidroxietilcelulose como agentes
espessantes e lubrificantes [15].

A saliva artificial adquirida para esse trabalho possui como caracteritica uma
consisténcia liquida e viscosa, a ideia de utilizar essas salivas artificiais € que por meio
delas possa ser feito simulagdes de um fluido bioldgico. Na Figura 1 estéo
representados os frascos com as salivas artificiais puras com diferentes valors de pH
(3-12).

Figura 1. Saliva artificial pura no qual o frasco (A), (B), (C), (D), (E), (F) e (G) correspondem aos
valores de pH nominal 3, 5, 6, 7, 8, 10 e 12 respectivamente.

(A) B) (©) (D) (E) (F) (@)

Fonte: Autor.

As salivas arificiais utilizadas nesse trabalho foram obtidas comercialmente em
farmacia de manipulacdo e cada uma com um valor diferente de pH, os valores
nominais de cada uma delas séao: pH 3, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, pH 10 € pH 12. E por

meio da Tabela 1 pode ser visualizada a sua composicao.
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Tabela 1. Composigao da saliva artificial

SALIVA ARTIFICIAL

CMC 1%
Sorbitol 3%
Cloreto de Magnésio 0,005%
Nipagim 0,1%
Cloreto de Potassio 0,12%
Cloreto de Saodio 0,08%
Agua destilada 500mL

Fonte: Autor.

1.2 Potencial Hidrogénionico

O termo pH significa potencial hidrogeniénico, e ele é usado universalmente
para indicar o grau de acidez, neutralidade ou alcalinidade em uma solugdo aquosa.
Por meio da medicdo do pH pode-se definir as caracteristicas quimicas de um
material. A agua pode sofrer ionizagdo e produzir ions H* e OH~ . Assim, para uma

solucdo aquosa podemos escrever [16].

H,0 & H* + OH~™ (1)

Logo, em uma solugdo aquosa sempre havera ions H* e OH~ que serdo
utilizados para caracterizar uma solucdo em acida e ou em basica. O valor de pH é
dado por [16]

pH = —loga H* (2)

Sendo que, acidos em solugao aquosa produzem ions hidrogénio, enquanto
que as bases produzem ions hidroxila em solu¢ao. Deste modo, a forga de um acido
ou base podera ser definida conforme a sua magnitude de dissociagao [17].

Para critérios de analise, existe uma escala de pH conforme Figura 2 que varia

entre 0 a 14. Uma amostra é considerada com pH neutro se possuir valorde pH 7, e
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solugdes com pH inferior a 7 sdo consideradas acidas enquanto que as solugées com

pH superior a 7 s&o consideradas alcalinas [16].

Figura 2. Escala de pH

Mais acido t memmp Mais alcalino
Heutro

Fonte: Autor.

Existem diversos métodos e materiais que fazem a deteccao do valor de pH,
como por exemplo: papel de tornassol, papel de pH, sensor de pH baseado em ISFET,
sensor de imagem de pH, sensor de fibra 6ptica de pH, sensor de pH fluorimétrico,
sensor de pH radiométrico, conjunto de sensores de pH de faixa completa de camera
CCD, sensor de pH sem fio, sensor magnetoelastico de pH, sensor condutimétrico de
pH, sensor cantilever de pH, eletrodo de vidro e sensores de pH potenciométricos [16].

Entretanto, as técnicas opticas, como absorcao, fluorescéncia e tempo de vida,
também sio estudadas e utilizadas para esse fim. Portanto, neste trabalho foi
estudado dois tipos de corantes que sofrem alteracbes em sua estrutura quimica
dependendo do pH da solugdo em que sao diluidos. Desse modo, tais técnicas opticas
apresentadas podem ser usadas para avaliar o funcionamento desses corantes como

sensores de pH, colorimétricos ou fluorimétricos, em diferentes amostras.
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CAPITULO 2
2 AMOSTRAS UTILIZADAS

Neste capitulo serdo abordados os processos de sinteses e extracbes das
solucdes fluorescentes caracterizadas neste trabalho: (a) Fluoresceina; e (b) corante

natural extraidos de plantas (antocianinas).

2.1 Fluoresceina

A fluoresceina € um corante orgéanico da classe dos corantes xantenos [18], e
Paul Ehrlich a utilizou pela primeira vez em 1882. Na Figura 3 esta representada a

sua formula estrutural [19,20].

Figura 3. Formula estrutural do corante fluoresceina (a) e da fluoresceina sdédica (b)

Fonte: GUELLIS (2019). [21]

O primeiro a sintetizar a fluoresceina foi o quimico alemao Johann Friedrich
Adolf von Bayer [20]. E a sintese da fluoresceina visualizada na Figura 4 é realizada
através da reacao de Friedel Craft de resorcinol e anidrido ftalico, usando cloreto de

zinco como catalisador o qual atua como um agente desidratante [22].

Figura 4. Sintese de Fluoresceina

o] HO o OH
HO OH ZnCl; O O
i o — =
90% 0
5 S
7 8 o]
5

Fonte: RAJASEKAR (2021). [22]
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A férmula quimica da fluoresceina sodica € C,,H,,0sNa, com peso molecular
de 376,3. Ela é soluvel em agua e alcool e pode ser encontrada comercialmente como
um po fino vermelho-alaranjado [19]. A fluoresceina emite luz verde-amarelado
quando exposto a luz de comprimento de onda de 465-490 nm (azul), e apresenta
tempo de vida em cerca de 4 ns [19,23].

Devido as suas 6timas propriedades espectroscopicas a fluoresceina ganha
destaque dentre os demais corantes organicos, devido ao fato de apresentar
alto rendimento quantico de fluorescéncia e coeficientes de extingdo , ampla absor¢ao
e fluorescéncia na regido do visivel, facil operacdo e boa biocompatibilidade [24].
Outra caracteristica da fluoresceina é que seus espectros de absorgao e fluorescéncia
sao dependentes do pH [22].

Além disso, a fluoresceina e seus derivados podem ser encontrados em outras
espéecies conforme o valor do pH da solugdo aquosa, havendo uma variagao de tais
espécies que progridem da forma catidnica protonada (solucio acida, FH3) para
neutra (FH,) seguindo para anibnicas (FH~) e dianiénicas (FH?~) quando em
solugdes alcalinas [25]. Observa-se que os derivados simples de fluoresceina
possuem baixa fluorescéncia na regido de pH acido e alta fluorescéncia em regiao
basica e ou neutra [26].

Portanto, como a fluoresceina apresenta caracteristicas importantes este
composto tem sido usado em uma ampla gama de aplicagdes, como marcagao de
anticorpos para imunoensaios [23], sondas fluorescentes [24], para deteccéo de tumor
no colon, estémago, mama e cérebro e em ensaios clinicos baseados em cirurgias
guiadas por fluoresceina [27] e na avaliacdo da taxa de cura de lesdes epiteliais da
cérnea [28]. A amostra pura de fluoresceina para este trabalho foi preparada usando
3,0 mg de fluoresceina sddica em 10 mL de etanol, e foram inseridos 130 uL de
fluoresceina em 10 mL de saliva artificial em diferentes valores de pH. Em seguida
utilizou o agitador magnético Fisatom (modelo 752) por 20 min para homogeneizar as

amostras.

2.2 Antocianina

As antocianidinas sao flavonoides catibnicos com estrutura composta por dois
anéis aromaticos ligados a trés carbonos em um heterociclo oxigenado, conforme a

Figura 5 [29]. Apenas seis tipos de antocianidinas sao derivadas de plantas sendo


https://www-sciencedirect.ez34.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/fluorescence-quantum-yield
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elas a cianidina, pelargonidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina. Devido
ao fato das antocianidinas serem particularmente instaveis, elas sédo encontramos sob

a forma de antocianinas [30].

Figura 5. Estrutura quimica das antocianinas e algumas fontes naturais das mesmas.

Nome Ry R, Encontrado em

Pelargonidina H H Morango, amora vermelha.

Cianidina OH H Jabuticaba, figo, ameixa, amora, repolho roxo.
Delfinidina OH OH Berinjela, roma e marucuja.

Peonidina OCH, H Uva, feijao.

Petunidina OCH , OH Uva, cereija.

Malvidina OCH , OCH Frutas diversas, petunias.

Fonte: Adaptado de LI et al. (2020). [30]

Portanto as antocianinas sdo derivadas das antocianidinas [31]. Essas
antocianinas (das palavras gregas anthos, flor e kianos, azul), € um pigmento vegetal
soluvel em agua integrante do grupo dos compostos fenélicos chamados flavonédides
[31,32]. Que apresentam em sua estrutura 15 atomos de carbono na forma C6- C3-
C6 e absorvem fortemente na regiao visivel do espectro [32,33].

Nas plantas as antocianinas apresentam diversas funcdes, dentre elas, é a
atracao dos agentes polinizadores e dispersores de sementes e a protecao dos varios
tecidos da planta durante as fases de seu ciclo de vida [33]. Elas também s&o
responsaveis por dar coloracdo a diversos tipos de plantas e seus extratos variam
conforme a acidez ou alcalinidade do meio [31,33]. Sendo assim, em condi¢cdes acidas
a antocianina apresenta coloracédo vermelha enquanto que em condi¢des alcalina ela

ira apresentar coloragao azul e/ou amarela conforme apresentada na Figura 6 [31].

Figura 6. Cubeta 6ptica com amostra de antocianina em saliva, a esquerda pH 3,05 e a direita pH

11,46.
—
—

Fonte: Autor.
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Ela também apresenta atividade antioxidante que previne doengas neuronais,
doencas cardiovasculares, cancer e inflamacao [32]. Demonstrando ter capacidade
de proteger o cérebro contra doengas neurodegenerativas [30], e também efeitos
bioldgicos que beneficiam pacientes com doengas crdnicas relacionadas a sindrome
metabdlica [29]. Além disso, ela também possui aplicagdes como corante natural,
conservante natural e como compostos bioativos na area de saude [32,34].

Neste trabalho utilizou-se a planta Tradescantia pallida cv. purpdrea
apresentada na Figura 6, que pertencente a familia Commelinaceae [9]. Ela € uma
planta de facil cultivo e que apresenta boa adaptabilidade em diferentes condicdes
climaticas e ambientais alcangando tamanho de 25 centimetros de altura. Suas folhas
apresentam coloragao roxa devido possuir em sua epiderme grande quantidade de
antocianina e suas flores sao de coloracdo rosea. Tendo em vista a suas
caracteristicas faz com que essa planta seja muito utilizada para ornamentacgao e
paisagismo, e além disso ela é utilizada para biomonitoramento das alteragdes da

qualidade do ar causados por poluentes atmosféricos [35].

Figura 7. Tradescantia pallida cv. purpurea

Fonte: Autor.

A extracao do pigmento natural da planta Tradescantia pallida cv purpurea foi
realizado pelo grupo de pesquisa GPOTM (Grupo de Propriedades Opticas e
Térmicas de Materiais) conforme as etapas descritas na Figura 8. Para obter a
antocianina concentrada, foram coletadas as folhas da planta Tradescantia pallida cv
purpurea na Universidade Federal de Uberlandia (UFU), e lavados sequencialmente

com agua corrente e agua destilada. Em seguida, as folhas foram secas em papel
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absorvente e cortadas em pequenas tiras. Apos feito isso, elas foram desidratadas em
um desitratador de Alimentos Fun Kitchen modelo FD-880% e sua massa foi
determinada por uma balanga analitica Shimadzu (modelo AUW220D). Assim, obteve
8 gramas de folhas da planta e em seguida foram macerados manualmente em
temperatura ambiente, usando um almofariz e pildo, por aproximadamente vinte
minutos com 12 mL de agua destilada. A mistura homogénea passou por um filtro de
metal e depois por um filtro de papel para obter a solu¢gdo do corante natural. Depois
disso, a solugao de corante foi centrifugada por 20 min a 7200 rpm (BioPet Modelo
8011154). Entdo, as amostras de antocianina concentrada foram armazenadas e

refrigeradas.

Figura 8. Etapas para a extragdo da Antocianina

|

Coletou folhas Cortou em tiras

Folhas desidratadas Mediu massa de 8 gramas

%
—

Centrifugacéo Folhas maceradas
Filtragao com 12 mL de agua
destilada

Fonte: Autor.

A extragdo da antocianina foi realizada na concentragéo de 0,66 g/mL . Apds a
extracdo, foram realizadas medidas de absorcao e fluorescéncia em cubeta optica de
1 cm, para 150 uL de antocianina diluida em 4 mL de agua destilada apresentando
uma concentragao de 25 mg/mL, e 300 uL de antocianina diluida em 4 mL de agua
destilada apresentando uma concentracdo de 50 mg/mL. Também foi realizada uma
outra extragao de antocianina na concentragéao de 0,833 g/mL, e utilizados 600 uL de
antocianina diluida em 6 mL de agua destilada com concentragédo de 0,0833 g/mL. E
dentre essas, a amostra escolhida para este trabalho foi a de 300 pL de antocianina

diluida em 4 mL de agua destilada apresentando uma concentragdo de 50 mg/mL.



25

CAPITULO 3

3 TECNICAS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo sdo apresentadas as técnicas experimentais utilizadas para

analise das amostras, os equipamentos e os parametros utilizados.

3.1 Absorcao

A radiacao eletromagnética pode ser considerada como um conjunto de ondas,
caracterizado por determinadas propriedades como comprimento de onda,
frequéncia, velocidade e amplitude que sao transmitidas através do espaco ou ar com
uma alta velocidade. Um exemplo de radiagdo eletromagnética € a luz, a qual é
constituida por particulas de energia denominadas fotons [36].

Inicialmente, um analito que se deseja analisar estara em seu estado
fundamental e sé apds receber um estimulo pela aplicagdo de uma fonte de radiagao
eletromagnética externa € que ele sofrera uma transicdo para um estado de energia
excitado (estado energético superior) [36]. De qualquer forma, para que esse processo
de absorg¢ao de luz venha ocorrer € necessario que a energia contida no féton seja
incorporada na estrutura das moléculas absorventes. Esse processo sé ocorrera
quando a energia da radiagao eletromagnética incidente for igual ou proxima a energia
de transicdo entre os dois orbitais [37]. Posteriormente, certas frequéncias sao
seletivamente absorvidas fazendo com que por meio desse processo seja possivel
obter informacdes a respeito do analito. Denomina-se de espectroscopia de absorgéao,
a medida da quantidade de luz que foi absorvida em fungdo do comprimento de onda
[36].

A lei de absorgdo, conhecida como lei de Beer-Lambert, relaciona
quantitativamente o grau de atenuacdo de uma fonte de radiagdo eletromagnética
incidente, com a concentragao das moléculas absorventes presentes e o tamanho do
caminho sobre o qual acontece a absor¢cao. Quanto maior for o comprimento do
caminho Optico por onde a luz passa (ou maior concentragcdo de moléculas
absorventes), havera mais centros absorventes presentes no caminho, e

consequentemente maior atenuacgao do feixe de radiagao [36].
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A Figura 9 apresenta uma ilustracdo da atenuagdo de um feixe de luz
monocromatica (de intensidade lo), ao passar por uma solugdo absorvente, em um

cubeta de espessura L (com concentragao igual a ¢ mols/litro).

Figura 9. Atenuagéo de um feixe de radiagdo por uma solugédo absorvente.

|_..-'-_."

N

==

Fonte: Autor.

Solugao absorvente
de concentragao c

Devido a interagéo entre os fétons e as moléculas absorventes, a intensidade
do feixe decresce de I, para I. A essa atenuacdo sofrida pelo feixe de radiagéo
incidente chamamos de transmiténcia e a absorbancia (Abs) se relaciona com a

transmitancia na forma logaritmica sendo dada por [36]

d 3)

I
Abs = —logT = log (70 ) (4)

Assim, para realizar a medida de absor¢cdo em liquidos, € necessario a
utilizagao um recipiente transparente (denominado cubeta éptica). Mas, o problema
de se utilizar esse tipo de recipiente é que ha perdas por reflexdo ou espalhamento
através de suas paredes. Ou seja, ocorre espalhamento da luz por todas as dire¢des
por meio das particulas presentes no solvente, causando uma atenuacéao adicional do

feixe quando este atravessar a solugao, conforme mostrado na Figura 10 [36].
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Figura 10. Perdas por reflexdo e espalhamento.

- -
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Perdas por reflexio Perdas por espalhamento
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P

Perdas por reflexdo
nas interfaces

Fonte: Adaptado de DENADAI (2014). [38]

Esses efeitos podem ser compensados fazendo a comparacéao entre a poténcia
do feixe transmitida em uma cubeta com amostra com a poténcia que atravessou essa
mesma cubeta apenas com solvente ou branco dos reagentes. Encontra-se a
absorbancia experimental que se aproxima muito da absorbancia verdadeira da
solucao fazendo [36]

IO Isolvente (5)
A= log— = log————.
I Isolugao

Conforme a lei de Beer a absorbancia é diretamente proporcional a
concentragdo de uma espécie absorvente ¢ (g /L™!) e ao caminho dptico L (cm) do

meio absorvente, conforme a expressao [36]
A =log(l,/I) = aLc, (6)

Onde a é a constante de proporcionalidade denominada absortividade. Se a
concentragdo for expressa em mols/litro e L em centimetros, a constante de
proporcionalidade € chamada absortividade molar (¢). Assim, a equacao pode ser
reescrita na forma [36]

A= eLc (7)
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3.1.1 Coeficiente de Absorciao Optica

A lei Lambert-Beer estabelece relacées entre a intensidade de luz incidente e
transmitida, com a espessura do caminho éptico percorrido. Quando um feixe de luz
com intensidade | atravessa um meio absorvedor ocorre um decréscimo exponencial
conforme a espessura do meio absorvedor aumenta (Figura 11), sendo | a intensidade

do feixe emergente e I a intensidade do feixe incidente [39].

Figura 11. Representagado da absorgao de luz por uma amostra em fungéo da distancia percorrido por
um feixe de luz no interior da amostra.

4

Intensidade do feixe de radiacao
—

— - —

direcao de propagacao

>

Fonte: Adaptado de GALO; COLOMBO (2009). [40]

A absorbéncia (A) nos informa o quanto de luz foi absorvido por uma amostra
em uma faixa de comprimento de onda. Sendo assim, o calculo do decréscimo

exponencial e da absorbancia € obtido na forma [39,41]:

= Iyxe %, (8)



29

Sendo a()) o coeficiente de absorgéo optica, e sua unidade é cm™* e L é a
espessura da amostra. Para o célculo do coeficiente de absorgéo, aplica-se o log na
equacao 8 obtendo [39,41]:

L__Abs (10)
0,4343 L
O caélculo da espessura efetiva da amostra e do comprimento de onda médio

de emissao foram determinados utilizando as expressodes [41,42], respectivamente:

Leps = (1= e™)/a (11)
_ [Af)dA (12)
S S TR

As medidas do espectro de absorbancia neste trabalho, foram realizadas
utilizando um espectrofotdmetro da OceanOptics (USB2000+), e cubeta 6ptica de

caminho optico de 1 cm (quartzo com quatro faces polidas).

3.2 Fluorescéncia

Uma molécula no seu estado fundamental possui uma energia minima. Sendo
assim, para que essa molécula seja promovida para o seu estado excitado, €&
necessario que uma energia quantizada suficiente seja absorvida, para que ocorra
uma transicao eletrénica nessa molécula [37]. Apds um certo tempo, essa molécula
retornara ao seu estado fundamental liberando parte da energia absorvida na forma
de energia radiante, esse fendbmeno é denominado de emisséao [43].

A emissao pode manifestar-se de duas maneiras conforme o tempo de duracao
da emissao de luz, podendo ser fluorescéncia e/ou fosforescéncia. Na fluorescéncia
ocorre emissao de luz a partir de um estado excitado, havendo uma transicao entre
dois estados eletrénicos sem haver mudancga de spin [44].

A maneira como ocorre os eventos nos processos de absor¢ao e emissdo em
uma molécula sao apresentados no diagrama de Jablonski (Figura 12). Em que, S, &
o estado fundamental singleto enquanto que os estados excitados s&o representados

por S, comn=1, 2, 3 etc. [44]
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Figura 12. Diagrama de Jablonski.

Estados excitados AVAVAY o
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=5 25
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Fonte: BRAUN (2018). [44]

Os espectros de fluorescéncias foram obtidos utilizando-se um laser DPSSL
Driver (modelo MGL532), com poténcia P ~ 44 mW, e cubeta 6ptica de caminho 6ptico

de 1 cm (quartzo com quatro faces polidas).
3.3 Interferémetro

Para a determinagcdo do coeficiente termo-6ptico (Z—:) foi utilizado o

interferdbmetro de feixe duplo de brago unico semelhante ao interferémetro de Mach-
Zehnder [39,45]. Para isso, foi utilizado um laser de 532 nm para a realizagao das
medidas. Na Figura 13 é apresentada a representacédo do funcionamento desse

interferémetro [39].
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Figura 13. Esquema do Interferdbmetro de feixe duplo de brago unico.

FDMZ
Fonte: Adaptado de DOMENEGUETI et al. (2017). [45]

O divisor de feixe (DF1) é constituido por superficies planas e paralelas que
permitem a reflexdo do feixe. Assim, a luz proveniente do laser é refletida pela primeira
e segunda face do (DF1), surgindo dois novos feixes que irdo seguir dois caminhos
adiante diferentes. Um desses feixes que sofreu reflexao na primeira face do (DF1)
ira atravessar a cubeta de quartzo de 1 mm que contém a amostra e sofrera reflexdo
na primeira face e segunda face do segundo divisor de feixe (DF2). Sendo que a
primeira reflexdo no (DF2) é desprezada, enquanto a segunda reflexdo vai para o
fotodetector Mach-Zehnder (FDMZ). O feixe que sofreu a reflexdo pela segunda face
do (DF1), ird seguir o seu caminho sem interagir com a amostra. Assim, quando o
segundo feixe chega no (DF2) ele vai sofrer reflexdo na primeira e na segunda faces
do (DF2). A primeira reflexdo no (DF2) é direcionada para o (FDMZ) enquanto a
segunda reflexao, tem uma parte desprezada e outra parte que vai para o detector de
normalizagéo (DN), este fara a corregcao de possiveis flutuagdes de intensidade no
laser. Depois dessas reflexdes, os dois feixes se encontram na primeira face do (DF2)
com uma diferenca de fase, seguindo juntos até o (FDMZ) local onde sera realizada a

leitura da interferéncia causada pela interagéo desses feixes [39].
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Para realizar o experimento, inicialmente coloca-se dentro do equipamento uma
cubeta de quartzo de espessura de 1 mm contendo uma amostra em um suporte de
cobre com formato de U, em cima de uma pastilha termoelétrica com operacao
baseada no efeito Peltier que esta centralizado no meio do equipamento, conforme
sinalizado pela seta vermelha na Figura 14. Assim, essa amostra vai sofrer variagéo
de sua temperatura, e a medida que a sua temperatura é alterada, havera modificagéo

no caminho optico e por consequéncia uma diferenca de fase [39].

Figura 14. Seta vermelha informando o local onde é colocado a cubeta no interferdmetro de feixe
duplo.

Fonte: Autor.

Devido a essa diferenca de fase, surgira um padrao de franjas de interferéncia
no (FDMZ) de acordo com a Figura 15, que € interpretado pelo médulo de aquisigao
de dados (DAQ). Esse modulo de aquisigao de dados também é responsavel por fazer
o controle da temperatura da pastilha termoelétrica. Posteriormente, a analise é

realizada no computador através do software LabVIEW [39].



Figura 15. Padrao de franjas de interferéncia para amostra de agua destilada.
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Na tela do software pode-se visualizar os maximos e minimos das franjas de
interferéncia que sao obtidas conforme a temperatura vai aumentando, permitindo
assim que os valores de AT,;; sejam encontrados. Com esses valores encontrados
sao inseridos na equacao de coeficiente termo-optico utilizando o interferdmetro de
Mach-Zehnder dada por [39]

dn B A
dT ~ " 2 LyATy,

(13)
No qual o AT,, € a diferenga entre um maximo e minimo consecutivo de
temperatura, em que neste caso m = 1. Ja 0 L, € o comprimento da cubetae A € 0
comprimento de onda no vacuo. Sendo assim, com a utilizacdo da Equacao 13, o valor
do coeficiente termo-6ptico em funcdo da temperatura é encontrado [39]. Apds as
coletas experimentais, os valores de dn/dT sao obtidos. Desta forma, ¢é possivel
realizar o grafico de dn/dT para a solugado estudada. Na Figura 16 é apresentado o
grafico de dn/dT da agua destilada obtido por uso do interferébmetro, e comparado
com resultados da literatura obtidos usando um refratbmetro comercial. Os quadrados
em azul sdo os resultados obtidos para agua destilada, colocada em uma cubeta

Optica de quartzo de espessura de 1 mm em temperatura entre 22-50 °C, e os circulos
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em vermelho sdo os resultados obtidos com um refratbmetro comercial de alta
precisao (Atago RX5000-a) [39].

Figura 16. Coeficiente termo-6ptico da agua destilada.
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Fonte: Autor, e adaptada da literatura. [45]

3.4 Fluorescéncia resolvida no tempo

Os fluoréforos sao grupos quimicos fluorescentes, divididos em intrinsecos e
extrinsecos. Os fluoréforos intrinsecos sdo moléculas que emitem luz naturalmente,
ja os extrinsecos sao adicionados em uma amostra fornecendo a fluorescéncia e
mudando as propriedades espectrais da mesma. As duas caracteristicas mais
importantes dos fluoroforos € o tempo de vida de fluorescéncia e o rendimento
quantico [43,44].

Rendimento quéantico de fluorescéncia € definido como a razdo do numero de
fétons emitidos pelo numero de fétons absorvidos. Enquanto que, o tempo de vida de
fluorescéncia fornece informagao do tempo disponivel para que o fluoréforo venha a
interagir e ou difundir-se no meio, possibilitando o conhecimento a respeito de sua
emissao [43,46].

Logo, o tempo de vida de fluorescéncia é definido pelo tempo médio em que a

molécula permanece no estado excitado antes de retornar ao seu estado fundamental
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[46,47]. Essas medidas de tempo de vida sdo importantes e necessarias para a
espectroscopia de fluorescéncia, pois por meio dos dados coletados € possivel saber
a taxa de transferéncia de energia e a taxa de reagdes no estado excitado [47].
Porém, as medidas de tempo de vida de fluorescéncia séo relativamente dificeis de
serem obtidas, pois em muitos materiais os valores sdo na faixa de nanossegundos,
necessitando de equipamentos de alta velocidade e com detectores capazes para tais
medidas. Ha trés métodos mais utilizados sendo eles: o0 método de pulsos, método
estroboscdépico e o método harmdnico ou modulagéo de fases [47].

O método utilizado neste trabalho é o método de pulsos, no qual a molécula é
excitada através de pulsos de LED (diodos emissores de Luz). A medicao é realizada
ao longo de muitos ciclos de excitagéo e emissao, sendo medido o tempo entre cada
ciclo de excitacdo e emissao. Sendo assim, o equipamento determina o tempo entre
os pulsos e o tempo de chegada do féton e essas medigcbes sao coletadas
possibilitando que a aquisicdo das curvas de decaimento de fluorescéncia sejam
realizadas por meio de um histograma utilizando a técnica de contagem de féton unico

resolvida no tempo (TCSPC), conforme a Figura 17 [48,49].

Figura 17. Representacdo de como o histograma é formado apés varios ciclos de captura de fétons.

pulso de laser /_\ Muitos ciclos sem /H\
produzir fotons
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= 4 T ——— | TecsPC
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! Histograma

Tempo

Fonte: Adaptado de PICOQUANT (2018). [50]
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3.4.1 Técnica contagem de féton unico resolvida no tempo (TCSPC)

A contagem de féton unico correlacionada com o tempo (TCSPC) € uma
técnica para analise do tempo de vida de fluorescéncia, que caracteriza o tempo de
vida médio do estado excitado [51]. Essa técnica € importante em analise de
sensibilidade e para compreensao dos processos bioquimicos [49].

A configuragao experimental para medigdes do decaimento de fluorescéncia do
sistema TCSPC pode ser visualizado na Figura 18. Ele € composto por um driver de
diodo pulsado em picossegundos (PDL 200-B), detector de contagem de fétons PMT
(PMA series) baseada nos modulos fotossensores da série Hamamatsu H5783 /
H10721, FluoTime e TimeHarp 260. Além disso, ha o software TimeHarp 260 que
pode ser executado em plataformas Windows no computador e esses dados podem
ser convenientemente exportados por meio da area de transferéncia, por exemplo,
para processamento imediato através do software FluoFit Fluorescence Decay Fit
[50,52].

Figura 18. Configuragéo do sistema TCSPC
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Fonte: Adaptado de WAHL et al. (2002). [49]
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Esta € uma configuragdo tipica para medi¢gdes de tempo de vida da
fluorescéncia usando um canal de entrada do TimeHarp 260. O TimeHarp 260 é uma
placa de contagem de féton unico com correlagdo de tempo (TCSPC) e escala
multicanal (MCS) compacta e facil de usar para a interface PCle [50].

O driver do laser de diodo de picossegundos (PDL 200-B) é acionado por seu
oscilador de cristal interno (o driver é fisicamente separada do cabecote do LED), que
€ conectado por meio de um cabo flexivel. Isso permite colocar o LED
convenientemente em qualquer lugar da configuragéo optica [53].

Nesse método (Figura 19) a medigdo comega com um LED que ira irradiar a
amostra e induzir a emissdo de fluorescéncia. O sinal de sincronizagdo usado é
tipicamente um sinal negativo estreito pulso de —800 mV em 50 Q (padrdo NIM), e os
pulsos de luz sdo direcionados para a cubeta de amostra por meio de lentes
apropriadas. Apoés a excitagao, a amostra fluorescente emitira luz em um comprimento
de onda mais longo do que o da luz de excitagao e a luz de fluorescéncia é filtrada por
meio de um filtro éptico. Em seguida, a luz de emissao de fluorescéncia da amostra
vai ser direcionada para o detector de féton unico, normalmente por um tubo
fotomultiplicador (PMT), um diodo de avalanche de féton unico (SPAD) ou
intensificador de imagem que sado usados para capturar os fétons de fluorescéncia
[50]. Depois disso, o sinal elétrico de emissao € enviado para um discriminador de
fracado constante (CFD), que tem como fungao eliminar os ruidos e contribuir para
uma medida mais precisa do tempo de chegada do pulso [50,52].

Semelhante ao sinal do detector, o sinal elétrico de sincronizagao fornecido
diretamente pelo LED que também & chamado de sinal de excitagdo deve ser
disponibilizado para o circuito de temporizagao pois ele sera a referéncia para o
tempo. Devido ao fato que os pulsos de sincronizagédo sao geralmente de amplitude
e forma bem definidas. E da mesma forma que ha na outra entrada do sinal de
emissdao um CFD, ha também nesse canal de sincronizagao [50,52].

Assim, esses sinais dos dois discriminadores (CFD) sdo enviados a um
conversor de tempo para amplitude (TAC). E essa (TAC) ela ird produzir uma tenséo
proporcional ao tempo que for medido entre a diferenca de tempo entre os dois sinais.
Apoés isso, essa tensédo é amplificada e vai para o conversor analdgico digital (ADC)
que vai converter o valor de voltagem em contagem de fétons fornecendo o valor de

temporizagao digital para enderecar o histograma [50,52].
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Essa estrutura a qual foi descrita, é tipica dos sistemas de TCSPC
convencionais, vale lembrar que no design do TimeHarp 260 ha uma certa diferenca.
Pois, as tarefas executadas pela (TAC) e o (ADC) sé&o realizadas por um conversor
tempo para digital (TDC). Sendo assim, no TimeHarp 260 se utiliza de um circuito para
cada canal de entrada e um para a saida sincrona. Dessa forma, eles trabalham
independentemente em cada sinal de entrada e fornecem horarios de chegada de
picossegundos e podem ser processado ainda mais, com muito mais opgdes do que
nos sistemas TCSPC convencionais. Além disso, no TCSPC classico o
processamento se da por meio da subtracdo dos dois valores de tempo obtendo o
histograma das diferencas, conforme é realizado nas medicdes start-stop utilizados

na TAC convencional [50].

Figura 19. Diagrama de blocos do sistema TCSPC
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Fonte: NOGUEIRA (2016). [54]

Portanto, nesse método é utilizado um diodo pulsado, sendo que para realizar
as medidas € necessario incidir a luz de excitacao e esperar um tempo para coletar a
informacgéo de fluorescéncia. E essa informagao de fluorescéncia vai decaindo ao
longo do tempo conforme mostrado na Figura 20. Assim, o que o sistema faz € medir
fétons unicos ao longo do tempo com base nas informagbes guardadas de quanto

tempo ele gastou para chegar depois que recebeu a excitacio.
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Figura 20. Perfil de decaimento de ciclo Unico a partir de eventos de féton Unico coletados em muitos
ciclos

=] A 8 TimeHarp 260 P S/N 1000007

Fonte: WAHL (2014). [52]

3.4.2 Aquisicao de dados para a medida experimental

Para realizar o experimento, inicialmente coloca-se dentro do equipamento
FluoTime 100 (Fluorescence Lifetime Spectrometer), a amostra de referéncia que
geralmente é a silica coloidal (Ludox) como solu¢do espalhadora para medi¢ao da
funcao de resposta do instrumento (IRF) e posteriormente a amostra de interesse de
investigacao.

O equipamento vai coletar as medi¢cdes e fara a aquisicao das curvas de
decaimento de fluorescéncia. E a partir dessas aquisigdes, é feito um histograma de

pontos de intensidade de decaimento (Ip(t)), em que o eixo Y representa a quantidade

de fétons detectados e o X é o intervalo de tempo de chegada. Esses pontos s&o
apresentados em uma curva de decaimento de fluorescéncia, utilizando a convolugao
entre uma funcao de resposta do instrumento (IRF) e a funcdo de resposta do pulso
I(t) [46].

A I(t) é apresentada na equacgao 14, e temos que A e B sdo constanteseté o
tempo correspondente a determinada intensidade. Desta forma, € importante ressaltar
que essa equacao é utilizada apenas para decaimentos unicos. No software FluoFit
(Figura 21) o gréfico principal préximo ao painel de parametros mostra os dados
experimentais analisados, e a curva de ajuste exponencial. Com esses dados é
possivel realizar a analise estatistica e o calculo de X? através das equacgdes dado
por [46]:

I(t) =A+Bxe(_?t) (14)
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Figura 21. Parametros e curvas obtidas da analise.
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(15)

Diretamente acima do grafico (Figura 21), ha dois controles deslizantes que
permitem definir os intervalos por meio de uma agao de clicar e arrastar do mouse que
permite deixar o parametro dentro do aceitavel, assim, bons valores para esse
paradmetro sdo aqueles em que X< 1,2. A fungdo do X? é testar se a curva adquirida

€ consistente com as medidas obtidas. Os resultados numéricos e graficos podem ser
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CAPITULO 4

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo discutidos e apresentados os resultados experimentais
obtidos pelas técnicas de interferometria do tipo Mach-Zehnder e da fluorescéncia
resolvida no tempo. Sao apresentadas também as caracterizagcbes espectroscopicas
de absorcao e fluorescéncia das amostras investigadas (a) corante natural extraido

de plantas (antocianinas) e (b) fluoresceina inseridas em saliva artificial.

4.1 Analises dos resultados obtidos das amostras estudadas neste
trabalho.

Na Tabela 2, estdo dispostos os resultados obtidos para as medidas de pH das
salivas artificiais e das solucdes as quais foram realizadas através do equimento da
marca Hanna Instruments (HI 2221), sendo possivel verificar o valor de pH medido
em relagao ao pH nominal para as salivas artificiais. Enquanto que na Tabela 3 estéao
os resultados obtidos para as medidas de pH da agua destilada, e para a antocianina

diluida em 4 mL de agua destilada.

Tabela 2. Potencial hidrogenidnico das salivas artificiais

pH nominal pH3 PpHS pH 6 pH7 pH8 pH10 pH12
Leitura 1 3,74 5,63 6,30 7,95 8,44 8,94 11,90
Leitura 2 3,74 5,64 6,32 7,96 8,45 8,97 11,86
Leitura 3 3,74 5,65 6,37 7,97 8,44 8,96 11,89
Leitura 4 3,76 5,66 6,41 7,98 8,43 8,97 11,90
Leitura 5 3,76 5,66 6,43 7,99 8,44 8,97 11,89
Leitura 6 3,77 5,67 6,44 8,00 8,45 8,97 11,88
Leitura 7 3,77 5,68 6,45 8,01 8,45 8,97 11,89
Leitura 8 3,77 5,69 6,46 8,02 8,45 8,98 11,87
Leitura 9 3,77 5,69 6,47 8,01 8,45 8,96 11,89
Leitura 10 3,77 5,70 6,48 8,02 8,45 8,97 11,88

pH médio 3,77 5,70 6,49 8,02 8,45 8,97 11,88
DPA 0,01 0,02 0,06 0,03 0,01 0,01 0,01

Fonte: Autor.
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Tabela 3. Medidas de pH para a agua destilada, e para a 300 uL antocianina diluida em 4 mL de agua

destilada.

Medidas Agua destilada Agua e antocianina 300 uL
Leitura 1 4,84 5,96
Leitura 2 4,84 6,0
Leitura 3 4,85 6,01
Leitura 4 4,95 6,02
Leitura 5 4,96 6,03
Leitura 6 4,91 6,04
Leitura 7 4,92 6,05
Leitura 8 4,97 6,05
Leitura 9 4,98 6,06
Leitura 10 4,99 6,06
pH médio 4,92 6,03

DPA 0,06 0,03

Fonte: Autor.

As primeiras analises foram iniciadas na saliva artificial com o objetivo de
caracterizar suas propriedades, e verificar se o coeficiente termo-6ptico (dn/dT)
poderia ser um parametro de analise sensivel ao pH das salivas artificiais. Na Figura
22 sao apresentados os resultados das medidas de interferometria de dn/dT em
funcdo da temperatura para a saliva artificial pura com diferentes valores de pH (» 3-
12). Na Tabela 4 é apresentado o valor de dn/dT obtido para a agua em 22 °C, e
comparado com os valores obtidos na literatura [56]. O resultado do coeficiente termo-

optico obtido para agua destilada esta em bom acordo com a literatura [56].

Tabela 4. Valor de dn/dT para agua destilada e valor encontrado na literatura.

-dn/dT (107K 1)
Amostra 532 nm (22 °C) Literatura
Agua destilada 0,92 + 0,05 0,8-1,0 [56]

Fonte: Autor.

Na Figura 23 e Tabela 5 sdo apresentados os valores de dn/dT em fun¢ao do
pH da saliva artificial. E possivel observar que os coeficientes termo-6pticos para
saliva artificial pura ndo apresentaram modificagdes significativas para os diferentes
valores de pH. Desta forma, a medida de dn/dT ndao € um parametro sensivel como
indicador de pH, tendo em vista as baixas concentracoes dos corantes fluorescentes
que serao avaliados, e desta forma ndo devem influenciar significantemente os

resultados de dn/dT em fungao do pH.



Figura 22. Medidas de dn/dT para saliva artificial com diferentes valores de pH.
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Figura 23. Medidas de dn/dT em fungcéo do pH em temperatura de 24°C.
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Tabela 5. Valor de dn/dT para saliva artificial pura.

- dn/dT (10~ *K~1)

pH 532 nm (24°C)
3,05 -1,04 + 0,05
4,61 -1,08 + 0,03
8,12 -1,03 + 0,02
12,49 -1,05 + 0,05

Fonte: Autor.

Desta forma, foram realizadas as caracterizagdes espectroscopicas
(absorbancia e fluorescéncia) em fungdo do pH das salivas artificiais puras, como
também na saliva artificial na presenca de corantes fluorescentes, para testar a
possivel dependéncia desses resultados com os valores de pH. Nas Figuras 24 e 25
sdo apresentadas as medidas de absorbancia e de fluorescéncia da saliva artificial

com pH 3,74 e corante natural em agua (L= 1 cm).

Figura 24. Espectro de absorbancia para a saliva artificial pura (pH 3,74) e antocianina concentragao
de 0,66 g/ml diluida em 4 mL de agua destilada.
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Fonte: Autor.
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Figura 25. Espectro de fluorescéncia para a saliva artificial pura (pH 3,74) e antocianina concentragao
de 0,66 g/mL diluida em 4 mL de agua destilada.
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Sendo assim, por meio das analises obtidas (Figuras 24 e 25) percebe-se que
o espectro de absorcao para 300 pL de corante natural (antocianina concentracao de
0,66 g/mL) diluida em 4 mL de agua destilada apresenta espectro caracteristico de
absorcao, com bandas em 507,8, 545,5 e 585,72 nm. Essas bandas estdo em acordo
com os obtidos por Lima et al. [57] para a antocianina extraida das folhas de
Tradescantia pallida cv. purpurea. Além disso, € possivel observar que na faixa entre
500 e 800 nm a saliva artificial pura ndo apresentou sinal de absorbancia e nem de
fluorescéncia. Na Figura 26 s&do apresentados os espectros de absorbancia e
fluorescéncia para antocianina inserida em saliva artificial pH 5,81 (concentragao de
50 mg/mL). Desta forma, observa-se que quando sdo inseridas substancias
fluorescentes em saliva obtém-se o0s seus espectros caracteristicos. Sendo assim,
concluimos que a auséncia de espectros de absorbancia e fluorescéncia na saliva
artificial é algo positivo, pois quando diluidas outras substancias na saliva artificial o
sinal que for obtido sera da substancia a qual foi diluida nela. Com isso & possivel
observar como essa substancia se comportara ao ser inserida nesse fluido e se havera

variagao quando inseridas em salivas em diferentes valores de pH.
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Figura 26. Espectro de absorcgao e fluorescéncia em 300 uL de antocianina diluida em 4 mL de saliva
artificial (50 mg/mL; pH = 5,81; laser 532 nm e poténcia 44 mW)
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Fonte: Autor.

Na Figura 27 sdo apresentados os frascos de antocianina inserida em saliva
com diferentes valores de pH (concentragdo de 50 mg/mL). E possivel observar a
modificagao de coloragédo da antocianina em diferentes pHs, indicando a possibilidade

de utilizagdo do mesmo como indicador de pH.

Figura 27. Amostra com 300 yL Antocianina diluida em 4 mL de saliva artificial (concentragéo de 50
mg/mL) (A) pH 3,79; (B) pH 5,81; (C) pH 6,14; (D) pH 6,68; (E) 7,15; (F); 7,79; (G) 9,69.
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Fonte: Autor.
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Os espectros de absorcéo e de fluorescéncia (L= 1 cm, 532 nm e poténcia de
44 mW) foram realizados nas amostras da Figura 27. A Figura 28 apresenta o espectro
de absorgdo na regido do visivel da antocianina inserida em saliva artificial para
diferentes valores de pH (concentragdo 50 mg/mL). E possivel observar a presenca
de 3 picos de absorcao e que ha uma diferenga entre as alturas das bandas, como
identificado na Figura 29. Percebe-se que a banda V aumenta em relacédo a banda 1V,
e que dentre todas as amostras investigadas, a antocianina inserida em saliva com
pH 3,57 foi a que teve uma maior diferenga entre a altura dos picos. A razao entre os
picos de absorgao V/IV sdo apresentados em % na Tabela 6. Com base nessa tabela
e a Figura 28, observa que a relagdo entre os picos V e IV aumenta com o pH da
saliva artificial, mas a partir do pH 7,79 essa razao tende a se manter constante (Figura
30). Na Tabela 6 sao apresentados também, os valores de coeficiente de absorgéo
em 532 nm, comprimento efetivo e comprimento de onda de emissdo média, obtidos

usando as Equacgdes (11) e (12), respectivamente.

Figura 28. Espectros de absorg¢do 300 yL de antocianina concentrada diluida em 4 mL de saliva
artificial com concentragcdo de 50 mg/mL.
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Fonte: Autor.
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Figura 29. Espectro de absorgéo para 300 uL de antocianina concentrada diluida em 4 mL de saliva
artificial de pH 5,81 com concentragao de 50 mg/mL.
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Fonte: Autor.

Tabela 6. Concentragao e propriedades 6pticas de 300 pL antocianina diluida em 4 mL de saliva
artificial em diferentes pHs (concentragéo 50 mg/mL, A = 532 nm).

Amostras (pH) a(cm™!) Leff (cm) V/IV (%) < Ao > (nm)

3,79 0,84 0,67 11,06 651,52
5,81 0,83 0,68 64,79 649,50
6,14 0,79 0,69 82,5 650,38
6,68 0,82 0,68 89,21 654,04
7,15 0,78 0,69 105,13 650,62
7,79 1,20 0,58 95,59 648,92
9,69 1,01 0,63 --- 642,03

Fonte: Autor.

Nas Figuras 31 e 32 sdo apresentados os espectros de fluorescéncia e
fluorescéncia normalizada por aleff, respectivamente. Com excecado da amostra de
antocianina inserida em pH mais acido (pH 3.79), as intensidades de pico das
fluorescéncias diminuem com o aumento do pH (5.8-9.7). Na Tabela 6 séao
apresentados também, os resultados do comprimento de onda de emissdo média <
Aem >, Nenhuma modificagao significativa foi observada para os valores de < A,,, >

no intervalo de pH investigado.
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Figura 30. Relagao entre os picos em fungéo do pH para 300 pL antocianina diluida em 4 mL

de saliva artificial (concentragéo de 50 mg/mL).
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Figura 31.Espectro de fluorescéncia para 300 yL antocianina diluida em 4 mL de saliva

artificial (concentracdo de 50 mg/mL).
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Figura 32. Espectro de fluorescéncia normalizada da antocianina diluida em 4 mL de saliva artificial
(concentragéo de 50 mg/mL).
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Fonte: Autor.

O segundo corante analisado neste trabalho foi a fluoresceina na concentragao
(0.3 mg/mL) inserida em saliva artificial em diferentes valores de pH. A amostra de
fluoresceina para este trabalho foi realizada usando 3,0 mg de fluoresceina sédica em
10 mL de etanol, e foram inseridos 130 puL de fluoresceina em 10 mL de saliva artificial
para cada um dos valores de pH. As fotos das amostras de fluoresceinas em
diferentes valores de pH s&o apresentadas na Figura 33. Observa-se que a saliva
artificial de pH 3,75 (Figura 33) apresenta uma coloragdo mais clara quando
comparada as demais, e que as amostras nao apresentaram mudanga de cor
significativa.

Figura 33. Amostras com 130 uL de fluoresceina diluida em 10 mL de saliva artificial com
concentragéo de 3,9x1072 mg/mL. (A) pH 3,57; (B) pH 5,64; (C) pH 6,43; (D) pH 7,94; (E) 8,30; (F) 8,96;

(G) 11,88,
' (8) © (D) (€) (F) =

Fonte: Autor.

()
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Nas Figuras 34 e 35 sao apresentados os espectros de absor¢cédo e de
fluorescéncia, respectivamente, para as amostras de fluoresceina inseridas em saliva
artificial (L= 1cm). Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados de absorbancia
maxima e os valores de comprimento de onda de emissao média para as solugdes de
fluoresceinas em diferentes valores de pH. Na Figura 34, é possivel observar que o
pico de absor¢ao a esquerda é suprimido com o aumento do pH das salivas, e por
outro lado, um outro pico de absorcao aparece a direita com a elevagao do pH da
saliva. Na Tabela 7 sdo apresentados os valores de pico maximo de absorbancia, para
cada uma das amostras de fluoresceina, e percebe-se que ha um aumento na
absorcao com a elevagao dos valores de pH (pH mais alcalino). Portanto, observa-se
que os espectros de absorgcdo e de fluorescéncia apresentam para a fluoresceina
dependéncia dos valores de pH. O valor médio de <Aem> = 593,29 nm foi obtido para
todos os valores de pH analisados neste trabalho para a fluoresceina inserida em

saliva artificial.

Figura 34. Espectro de absorgéo para 130 pL de fluoresceina inserida em 10 mL de saliva

artificial (concentragdo 3,9x10~3 mg/mL).
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Fonte: Autor.
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Figura 35. Espectro de fluorescéncia para 130 yL de fluoresceina inserida em 10 mL de saliva
artificial (concentragéo 3,9x10~3 mg/mL).
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Tabela 7. Valores de pH, pico de absor¢do e < Aem > para fluoresceina inseridas em salivas
(concentragéo de 3,9 x 10™3 mg/mL).

Amostras (pH) Pico maximo de absorbancia < 4,, > (nm)

3,55 0,161 602,5
5,64 0,206 598,7
6,43 0,301 588,2
7,94 0,475 588,9
8,30 0,538 589,1
8,96 0,537 593,0
11,88 0,498 592,7

Fonte: Autor.

As medidas de tempo de vida de fluorescéncia foram realizadas pelo grupo de
pesquisa, e todas as medidas foram ajustadas usando uma unica exponencial com
valores de y? < 1.2. Na Figura 36 ¢ apresentada o resultado do tempo de vida para a
saliva pura com valores de pH 3,77; pH 5,7; pH 6,49; pH 8,02 e pH 8,45. Figuras 37 e
38 apresentam os resultados de tempo de vida de fluorescéncia para a antocianina e

fluoresceinas inseridas em salivas artificiais em fungao do pH, respectivamente.



Figura 36. Fluorescéncia resolvida no tempo para a saliva artificial pura
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Tabela 8. Tabela com os respectivos pardmetros de ajustes para a saliva artificial.
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pH nominal pH medido T (ns) A X?
3,0 3,77 1,5+0,2 80 £ 7 0,9 +0,1
5,0 5,7 1,8 £ 0,2 78 £ 6 0,96 + 0,09
6,0 6,49 1,8 +0,3 80 + 10 0,96 £+ 0,04
7,0 8,02 2,1 £0,3 90 + 10 0,97 £ 0,07
8,0 8,45 2,2+0,3 114+ 9 0,94 + 0,05

Fonte: Realizada pelo grupo de pesquisa.
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Figura 37. Fluorescéncia resolvida no tempo para 300 pL antocianina em 4 mL de saliva artificial em
fungéo do pH (concentragdo 50 mg/mL).
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Tabela 9. Tabela com os respectivos pardmetros de ajustes para 300 uL antocianina diluida em 4 mL
de saliva artificial em diferentes pHs (concentragdo 50 mg/mL).

pHnominal pH medido T (ns) A X?
3,0 3,79 3,74 + 0,04 410+ 6 1,14 + 0,04
5,0 5,81 3,71 £ 0,04 480 + 10 1,14 + 0,03
6,0 6,14 3,74 + 0,02 492 + 6 1,07 £ 0,04
7,0 6,68 3,68 £ 0,03 430 £+ 20 1,10 £ 0,05
8,0 7,15 3,55+0,13 300 £ 100 1,12 + 0,03

Fonte: Realizada pelo grupo de pesquisa.
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Figura 38. Fluorescéncia resolvida no tempo para 130 pL de fluoresceina inserida em 10 mL de saliva
artificial (concentrag&o 3,9x10~2 mg/mL).
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Tabela 10. Tabela com os respectivos pardmetros de ajustes 130 pL de fluoresceina inserida em 10

mL de saliva artificial (concentragéo 3,9x10~3 mg/mL).

pH nominal pH medido T (ns) A X2
3,0 3,55 2,96 + 0,01 4350 £+ 80 0.94 £ 0,05
5,0 5,64 3,23 £ 0,01 12000 + 200 1,154+ 0,02
6,0 6,43 3,62 + 0,01 12000 + 300 1,16 £ 0,03
7,0 7,94 3,99 + 0,01 12000 % 200 1,01 £ 0,03
8,0 8,30 3,97 £ 0,01 12100 + 200 0,99 + 0,03

Fonte: Realizada pelo grupo de pesquisa.

Na Figura 37, observa que a antocianina inserida em saliva artificial apresenta

um decréscimo do tempo de vida conforme o pH aumenta. Por outro lado, os valores

de tempo de vida de fluorescéncia para a fluoresceina, aumentam em funcéao da

elevagao do pH (Figura 38). Na literatura observou-se que as nanoparticulas de

CdSe/ZnS com diferentes tamanhos de nucleos aumentavam o valor da eficiéncia

quantica da fluorescéncia com a elevac¢ao do pH da saliva [10]. Estes resultados estao

em acordo com o aumento do tempo de vida observado para a fluoresceina,
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destacando a possibilidade do uso desse cromoéforo fluorescente como indicador de
pH em salivas artificiais. Por outro lado, o corante natural mostrou ser um biossensor
menos efetivo para esse tipo de aplicagao dependente do pH, devido a necessidade
de utilizacdo em maiores concentragdes, limitados pelo processo de extracdo, e
baixas quantidades de volumes que podem ser inseridas na saliva para nao modificar

o valor do pH da saliva investigada.
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CAPITULO 5
5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram apresentados estudos de dois corantes fluorescentes
(fluoresceina e antocianina) suspensos em saliva artificial em diferentes valores de
potencial de hidrogénio (entre ~3,5 - 11,9). Foram realizadas medidas
espectroscopicas (absorcao, fluorescéncia e tempo de vida da fluorescéncia) em
ambos os corantes, com o objetivo de estudar as caracteristicas Opticas da
antocianina e da fluoresceina em funcédo do pH, com a finalidade de avaliar esses
corantes como possiveis sensores de pH salivar. Além disso, também foram
realizadas medidas termo-6pticas (determinagcao do parametro de dn/dT) em fungao
da variagao do pH da saliva. Tendo por base que a saliva € um importante fluido
corporal com valor de pH normal que varia (entre 6,0 — 7,0), e que em casos de
patologias o valor do pH salivar podera sofrer variagdes. Foi utilizado a saliva artificial
como um fluido de estudo a fim de simular um meio biolégico e analisar qual o melhor
sensor, ou seja, aquele com maior sensibilidade de deteccdo de variagdo do pH
salivar.

Baseado nos resultados colorimétricos obtidos, observou-se que o corante
natural ao ser inserido em saliva artificial, apresenta modificacdo de coloragdo da
antocianina em diferentes valores de pHs. Desta forma, possibilitando a utilizacdo do
mesmo como indicador de pH. Além disso, foi possivel observar que os valores de
tempo de vida de fluorescéncia para a fluoresceina aumentaram em funcédo da
elevacdo do pH. Estes resultados sdo similares aos obtidos na literatura para as
nanoparticulas de CdSe/ZnS, com diferentes tamanhos de nucleos, que apresentam
aumento dos valores da eficiéncia quantica da fluorescéncia com a elevacao do pH
da saliva [10]. Desta forma, os resultados obtidos para as nanoparticulas estdo em
acordo com o aumento do tempo de vida observado para a fluoresceina, destacando
a possibilidade do uso desse cromoforo fluorescente como indicador de pH em salivas
artificiais.

Por outro lado, o corante natural mostrou ser um sensor menos efetivo para
esse tipo de aplicacdo dependente do pH, devido a necessidade de utilizacdo em
maiores concentracgdes, limitados pelo processo de extragao, e baixas quantidades de

volumes que podem ser inseridas na saliva para ndo modificar o valor do pH da saliva
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investigada. Entado, a partir do apresentado pode-se, em estudos futuros, realizar
analises com nanoparticulas e verificar qual sensor € o mais eficaz para a aplicagéao
em diagndstico e na prevencao de doengas, levando em consideragéo que o pH da

saliva humana pode variar em casos de patologia.
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APENDICE A - Medidas de pH para a saliva artificial

Tabela 11. Valor do pH da saliva artificial pura para medidas de dn/dT.

pH nominal pH 3 pH 5,5 pH 8 pH 8,5
Leitura 1 3,02 4,61 8,16 12,48
Leitura 2 3,04 4,61 8,17 12,49
Leitura 3 3,05 4,62 8,16 12,48
Leitura 4 3,05 4,61 8,14 12,49
Leitura 5 3,06 4,61 8,13 12,5
Leitura 6 3,06 4,61 8,12 12,49
Leitura 7 3,06 4,61 8,11 12,49
Leitura 8 3,06 4,61 8,1 12,5
Leitura 9 3,07 4,61 8,08 12,49
Leitura 10 3,08 4,61 8,07 12,5
pH médio 3,06 4,61 8,12 12,49

DPA 0,02 0,01 0,03 0,01

Fonte: Autor.
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Tabela 12. Medida de pH para as salivas artificiais que foram usadas nas amostras de fluoresceina.

pH nominal pH 3 pH 5 pH 6 pH7 pH 8 pH 10 pH 12
Leitura 1 3,51 5,63 6,39 7,92 8,31 8,04 11,9
Leitura 2 3,52 5,62 6,4 7,92 8,29 8,07 11,86
Leitura 3 3,53 5,63 6,39 7,91 8,3 8,96 11,89
Leitura 4 3,54 5,64 6,4 7,92 8,29 8,07 11,9
Leitura 5 3,56 5,64 6,43 7,93 8,3 8,07 11,89
Leitura 6 3,57 5,65 6,45 7,94 8,3 8,07 11,88
Leitura 7 3,57 5,64 6,46 7.94 8,3 8,07 11,89
Leitura 8 3,58 5,65 6,45 7,95 8,3 8,08 11,87
Leitura 9 3,58 5,65 6,46 7,96 8,31 8,06 11,89
Leitura 10 3,58 5,65 6,47 7,97 8,31 8,07 11,88
pH meédio 355 564 6,43 7.94 8,30 8,97 11.89
DPA 0,03 0,01 0,03 0,02 0,01 0,01 0,01

Tabela 13. Medida de pH para as salivas artificiais usadas com o corante natural (antocianina).

Fonte: Autor.

pH nominal pH3 PpHS pH 6 pH7 pH8 pH10 pH12
Leitura 1 3,74 563 6,3 7,95 8,44 8,94 11,9
Leitura 2 3,74 564 6,32 7,96 8,45 8,97 11,86
Leitura 3 3,74 565 6,37 7,97 8,44 8,96 11,89
Leitura 4 3,76 5,66 6,41 7,98 8,43 8,97 11,9
Leitura 5 3,76 5,66 6,43 7,99 8,44 8,97 11,89
Leitura 6 3,77 567 6,44 8 8,45 8,97 11,88
Leitura 7 3,77 568 6,45 8,01 8,45 8,97 11,89
Leitura 8 3,77 5,69 6,46 8,02 8,45 8,98 11,87
Leitura 9 3,77 5,69 6,47 8,01 8,45 8,96 11,89
Leitura 10 3,77 5,7 6,48 8,02 8,45 8,97 11,88
pH médio 377 570 6,49 8,02 8,45 8,07 11,89
DPA 0,01 0,02 0,06 0,03 0,01 0,01 0,01

Fonte: Autor.



APENDICE B - Antocianina diluida em agua
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Tabela 14. Medida de pH para as diferentes amostras de Antocianina diluida em agua destilada. Em
que M1 é amostra de 150 L (concentragdo de 25 mg/mL); M2 é a amostra de 300 pL (concentragao

de 50 mg/mL) e M3 referente a amostra de 600 L (concentragao de 83 mg/mL).

Amostra M1 M2 M3 Agua destilada
Leitura 1 6,10 5,96 5,98 4,84
Leitura 2 6,11 6,00 5,98 4,84
Leitura 3 6,08 6,01 5,98 4,85
Leitura 4 6,08 6,02 5,98 4,95
Leitura 5 6,08 6,03 5,98 4,96
Leitura 6 6,09 6,04 5,98 4,91
Leitura 7 6,09 6,05 5,98 4,92
Leitura 8 6,09 6,05 5,98 4,97
Leitura 9 6,09 6,06 5,98 4,98
Leitura 10 6,09 6,06 5,98 4,99
pH médio 6,09 6,03 5,98 4,92
DPA 0,01 0,03 0,00 0,06

Figura 39. Medida de absorc¢édo para a antocianina diluida em agua destilada para as trés

Fonte: Autor.
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Figura 40. Fluorescéncia da antocianina diluida em agua destilada para as trés concentragoes.
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Fonte: Autor.
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APENDICE C - Medida de pH para as amostras de
antocianina diluida em saliva artificial em diferentes
concentragoes de antocianina.

Figura 41. Amostra com 150 yL de antocianina diluida em 4 mL de saliva artificial com concentragao

de 25 mg/mL.

Tabela 15. Medida de pH para a amostra de 150 uL de antocianina diluida em 4 mL de saliva artificial

Fonte: Autor.
com concentragédo de 25 mg/mL.

pH nominal pH3 pHS5 pH6 pH7 pH8 pH10 pH12
Leitura 1 3,88 5,8 6,36 7,19 7,79 8,22 10,05
Leitura 2 3,89 5,79 6,28 7,21 7,8 8,29 10,06
Leitura 3 3,88 5,81 6,29 7,21 7,79 8,3 10,09
Leitura 4 3,89 5,83 6,3 7,22 7,8 8,32 10,1
Leitura 5 3,89 5,84 6,32 7,24 7,81 8,33 10,09
Leitura 6 3,88 5,85 6,33 7,24 7,82 8,34 10,1
Leitura 7 3,89 5,86 6,34 7,25 7,82 8,34 10,09
Leitura 8 3,89 5,87 6,35 7,24 7,81 8,35 10,08
Leitura 9 3,88 5,87 6,35 7,25 7,82 8,35 10,07
Leitura 10 4,88 5,87 6,36 7,25 7,82 8,35 10,1

pH médio 3,890 5,84 6,33 7,23 7,81 8,32 10,08
DPA 0,01 0,03 0,03 0,02 0,01 0,04 0,02

Fonte: Autor.
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Figura 42. Amostra de 300 pL de antocianina diluida em 4 mL de saliva artificial com concentragéo de
50 mg/mL.

'Fonte: Autor.

Tabela 16. Medida de pH para amostra de 300 yL de antocianina diluida em 4mL de saliva artificial

com concentragdo de 50 mg/mL.

pH nominal pH3 PpHS5 pH 6 pH7 pH8 pH10 pH12
Leitura 1 3,72 5,76 6,09 6,60 7,09 7,70 9,67
Leitura 2 3,75 5,77 6,10 6,61 7,10 7,72 9,68
Leitura 3 3,76 5,78 6,11 6,67 7,15 7,77 9,67
Leitura 4 3,78 5,80 6,13 6,69 7,15 7,78 9,66
Leitura 5 3,79 5,81 6,14 6,70 7,16 7,79 9,67
Leitura 6 3,80 5,82 6,15 6,70 7,16 7,80 9,69
Leitura 7 3,81 5,82 6,16 6,71 7,16 7,82 9,70
Leitura 8 3,81 5,83 6,17 6,70 7,16 7,83 9,72
Leitura 9 3,82 5,84 6,17 6,71 7,16 7,83 9,71
Leitura 10 3,83 5,85 6,18 6,71 7,16 7,84 9,70
pH médio 379 581 6,14 668 7,15 7,79 9,69

DPA 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 0,05 0,02

Fonte: Autor.
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Figura 43. Amostra de 600 pL de antocianina diluida em 6 mL de saliva artificial com concentragéo de

83 mg/mL.

Fonte: Autor.

Tabela 17. Medidas de pH para 600 yL de antocianina diluida em 6 mL de saliva artificial com

concentragdo de 83 mg/mL.

pH nominal pH3 pH5 pH 6 pH7 pH8 pH10 pH12
Leitura 1 388 581 615 655 6,92 7,88 10,03
Leitura 2 389 582 616 656 693 7,88 10,02
Leitura 3 389 583 617 658 693 7,89 10,03
Leitura 4 390 586 617 659 694 7,89 10,02
Leitura 5 390 587 617 659 694 7,89 10,03
Leitura 6 390 587 617 659 695 7,89 10,04
Leitura 7 390 587 6,18 659 6,9 7,89 10,03
Leitura 8 391 588 618 659 697 7,89 10,02
Leitura 9 391 588 618 659 697 7,89 10,02
Leitura 10 391 588 618 659 697 7,89 10,01
pH médio 390 58 617 658 6,95 7,89 10,03
DPA 0,01 003 001 002 002 0,01 0,01

Fonte: Autor.
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APENDICE D - Espectros de absorcio e fluorescéncia para
as amostras de diferentes concentracoes de antocianina.

Figura 44. Absorbancia para a amostra de 150 pyL de antocianina diluida em 4 mL de saliva artificial
com concentragdo de 25 mg/mL.
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Fonte: Autor.

Tabela 18. Concentragao e propriedades Opticas de 150 UL antocianina diluida em 4 mL de saliva
artificial em diferentes pHs com concentracédo de 25 mg/mL.

Amostras C(g/ml) a(cm™) V/IV(%) <2,,> (nm)

pH 3,89 0,05 0,437 11,58 648,83
pH 5,84 0,05 0,391 76,06 648,68
pH 6,33 0,05 0,403 77,61 647,94
pH 7,23 0,05 0,412 105,26 647,31
pH 7,81 0,05 0,354 233,3 649,16
pH 8,32 0,05 0,566 - 646,49
pH 10,08 0,05 0,486 -- 638,66

Fonte: Autor.
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Figura 45. Fluorescéncia para a amostra de 150 yL de antocianina diluida em 4 mL de saliva artificial
com concentragao de 25 mg/mL.
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Fonte: Autor.

Figura 46. Fluorescéncia normalizada para a amostra de 150 pL de antocianina diluida em 4 mL de
saliva artificial com concentracdo de 25 mg/mL.
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Tabela 19. Comprimento de onda de emissao média de 150 pL antocianina diluida em 4 mL de saliva
artificial em diferentes pHs com concentragao de 25 mg/mL.

Amostras < Aoy > (nm)
pH 3,89 648,83
pH 5,84 648,68
pH 6,33 647,94
pH 7,23 647,31
pH 7,81 649,16
pH 8,32 646,49
pH 10,08 638,66

Fonte: Autor.

Figura 47. Area da fluorescéncia normalizada (u.a.) em fungdo do pH para 150 uL antocianina diluida
em 4 mL de saliva artificial em diferentes pHs com concentragdo de 25 mg/mL.
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Figura 48. Absorbancia da amostra de 600 pL de Antocianina diluida em 6 mL de saliva artificial com
concentragao de 83 mg/mL.
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Fonte: Autor.
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Tabela 20. Concentragdo e propriedades 6pticas das solugdes de 600 uL antocianina diluida em 6 mL de saliva

artificial.
Amostras C(g/mlL) alcm™)  V/IV(%) <2,,> (nm)
pH 3,90 0,083 0,983 12,21 651,87
pH 5,85 0,083 0,981 64,56 648,61
pH 6,17 0,083 1,041 67,95 646,99
pH 6,58 0,083 1,068 77,46 650,26
pH 6,95 0,083 1,034 89,43 648,07
pH 7,89 0,083 1,43 47,67 646,68
pH 10,03 0,083 1,421 30,61 640,86

Fonte: Autor.
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Figura 49. Fluorescéncia para a amostra de 600 uL de antocianina diluida em 6 mL de saliva artificial
com concentragao de 83 mg/mL.
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Figura 50. Fluorescéncia normalizada para a amostra de 600 pL de antocianina diluida em 6 mL de
saliva artificial com concentracdo de 83 mg/mL.
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Tabela 21. Comprimento de onda de emissdo média de 600 pL antocianina diluida em 6 mL de saliva
artificial em diferentes pHs com concentragdo de 83 mg/mL.

Amostras < Ay > (NmM)
pH 3,90 651,87
pH 5,85 648,61
pH 6,17 646,99
pH 6,58 650,26
pH 6,95 648,07
pH 7,89 646,68
pH 10,03 640,86

Fonte: Autor.

Figura 51. Area da fluorescéncia normalizada (u.a.) em fungéo do pH para 600 pL antocianina diluida
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Fonte: Autor.



