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RESUMO

As proteinas sdo componentes muito importantes para a nutri¢do, elas desempenham
algumas fungdes no corpo humano, por conta disso quando a concentragdo presente no
organismo € baixa pode acarretar varios problemas. Para que isso ndo ocorra € necessario
manter uma dieta balanceada ou fazer suplementacdo alimentar com produtos ricos em
proteinas como por exemplo, o Whey Protein. Entretanto, esse produto ndo possui uma
regulamentacdo rigorosa e por isso é um alvo frequente de fraldes envolvendo produtos para
suplementacdo. Baseado nisso o0 presente trabalho tem como objetivo desenvolver um método
rapido, facil e de baixo custo, para o controle de qualidade destes produtos. Com isso optou-se
por desenvolver um fotdmetro miniaturizado, utilizando componentes eletronicos de baixo
custo e que possibilitem a realizagdo de medidas com baixa variacéo e sensibilidade adequada.
Além do fotdbmetro miniaturizado foi feita uma proposta utilizando um smartphone e 0s
recursos de uma impressora 3D para construcdo de uma plataforma que permita o acoplamento
de uma fonte de radiacdo externa para a captura das imagens utilizando o smartphone. Foi
desenvolvido um dispositivo analitico em papel para a realizacdo de spot tests. Para a
quantificacdo das proteinas foi utilizado o reagente CBB-R250 (Coomassie Brilliant Blue R
250) que interage através de interacdes eletrostaticas com a proteina, formando um produto de
coloracdo azul. Esse método é conhecido por método de Bradford e tem como vantagem a
utilizacdo de pequenos volumes de reagente e possuir poucos interferentes, com isso, aplicando
esse método com o fotbmetro miniaturizado foi possivel obter uma curva de calibracdo com um
coeficiente de correlacdo linear R? = 0,97083, com um limite de detecgdo igual a 0,033 g Lte
um limite de quantificacdo de 0,1 g L™%, com um coeficiente de variagio de 12,2% e uma faixa
linear de 0,1 a 5 g L. A amostra avaliada apresentou um erro relativo de 2,1% quando
comparado com o valor presente no rétulo. A partir disso € possivel concluir que o método pode
ser aplicado para quantificacdo de proteinas e tem potencial de portabilidade pelo uso de uma

bateria externa.

Palavras Chave: Fotometria, Miniaturizagdo, Impresséo 3D



ABSTRACT

Proteins are very important components for nutrition, they perform some functions in
the human body, so when the concentration in the body is low can cause various problems. To
avoid this, it is necessary to maintain a balanced diet or to supplement food with protein rich
products such as Whey Protein. However, this product does not have strict regulations and is
therefore a frequent target of diapers involving supplemental products. Based on this the present
work aims to develop a fast, easy and low-cost method for quality control of these products.
With this, it was decided to develop a miniaturized photometer, using low cost electronic
components that allow measurements with low variation and adequate sensitivity. In addition
to the miniaturized photometer, a proposal was made using a smartphone and the resources of
a 3D printer to build a platform that allows the coupling of an external radiation source to
capture images using the smartphone. A paper analytical device was developed for spot testing.
Protein quantification was performed using CBB-R250 (Coomassie Brilliant Blue R 250)
reagent, which interacts through electrostatic interactions with the protein to form a blue
staining product. This method is known as Bradford method and has the advantage of using
small volumes of reagent and having few interferences, so applying this method with the
miniaturized photometer it was possible to obtain a calibration curve with a linear correlation
coefficient R? = 0. 97083, with a detection limit of 0,033 g L™ and a quantitation limit of
0,1 g L%, with a coefficient of variation of 12,2% and a linear range of 0,1 to 5 g L™ The
evaluated sample presented a relative error of 2.1% when compared to the present value on the
label. From this it is possible to conclude that the method can be applied for protein

quantification and has portability potential by using an external battery.

Keywords: Photometry, Miniaturization, 3D Printing.
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1. INTRODUCAO

1.1. Proteinas

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células vivas. Elas ocorrem
em todas as células e em todas as partes destas. As proteinas também ocorrem em grande
variedade; milhares de diferentes tipos, desde peptideos de tamanho relativamente pequeno até
enormes polimeros com pesos moleculares na faixa de milhdes, podem ser encontrados em uma
Unica célula. Ainda mais as proteinas também exibem uma grande diversidade de funcdes
biolodgicas.

As proteinas sdo polimeros resultantes da desidratacdo de aminoacidos, e cada residuo
de aminoéacido liga-se ao seu vizinho por um tipo especifico de ligacdo covalente. (O termo
“residuo” reflete a perda dos elementos quimicos da 4gua quando um aminoacido ¢ unido a
outro.) Todos o0s 20 amino&cidos encontrados nas proteinas sdo a-aminoacidos. Eles tém um
grupo carboxila e um grupo amino ligados ao mesmo atomo de carbono (o carbono o). Diferem
entre si por suas cadeias laterais ou grupos R, 0s quais variam em estrutura, tamanho e carga
elétrica e influenciam a solubilidade do aminoacido em agua (VOET, DONALD VOET, 2010).

Além disso apresentam as seguintes fungdes: catalisadores biologicos, componentes
estruturais das células, determinam a identidade bioldgica das espécies, hormonios e transporte
de nutrientes. Cada proteina tem sua funcdo determinada a partir da sequéncia de aminoacidos
que a constituem por isso diferentes proteinas possuem diferentes funces.

Um fator crucial para se trabalhar com proteinas é a avaliacdo da solubilidade que esta
relacionada com a interaces hidrofébicas e ibnicas. Interacbes hidrofébicas promovem
interacdes proteina-proteina que podem diminuir a solubilidade da proteina, ja as interacdes
ibnicas promovem as interacBes &gua-proteina que pode aumentar a solubilidade. Residuos
ibnicos podem introduzir dois tipos de forgas repulsivas entre proteinas e moléculas em solucéo.
O primeiro envolve repulsédo eletrostatica que pode gerar carga liquida positiva ou negativa, a
outra forca repulsiva é gerada pela esfera de hidratagdo entorno dos grupos iénicos.

Baseado na solubilidade as proteinas sdo classificadas em quatro categorias (OWEN R.
FENNEMA, 1996)

o Albuminas que sdo sollveis em agua com pH = 6,6 (ex. ovoalbumina e a-
lactoalbuminas)

o Globulinas séo soltveis em soluces salinas diluidas com pH = 7,0 (ex. glicina,

faseolinas e B-lactoglobulinas)
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o Gluteinas sdo soluveis apenas em solug@es acidas (pH = 2) e solucdes alcalinas
(pH = 12) (ex. gluteinas do trigo)

o Prolaminas sdo sollveis em solucGes de etanol 70% (ex. Zein e Gliadina)

Quando a solubilidade é plotada em funcéo do pH, a maioria das proteinas presentes em
alimentos apresenta uma curva em U como representado na Figura 1. A solubilidade minima
ocorre quando o pH isoelétrico das proteinas é atingido, a maioria das proteinas presente nos
alimentos sdo &cidas, com isso elas apresentam solubilidade com pH entre 4 e 5 e solubilidade
méaxima em pH alcalino. O fato de a solubilidade minima ser proximo do pH isoelétrico se deve
a falta de repulsdes eletrostaticas que promove a agregacao e precipitacdo através de interacdes
hidrofobicas. Entretanto, algumas proteinas alimentares como a B-lactoglobulina e a albumina
do soro sdo mais sollveis quando o pH isoelétrico é atingido, isso acontece porque essas
proteinas possuem uma maior proporcao superficial de residuos hidrofilicos do que grupos nao
polares. Com isso, caso a hidrofilicidade e a repulsdo de hidratacdo surgindo dos residuos
carregados sejam maiores que as interagdes hidrofobicas proteina-proteina, a proteina
continuara sendo solGvel no ponto isoelétrico.

Além do pH, a forca ibnica também pode afetar a solubilidade das proteinas. Quando a
forca ibnica é pequena (<0,5), os ions neutralizam as cargas presentes na superficie da proteina,
essa alteracdo na carga pode afetar a solubilidade de duas maneiras dependendo das
caracteristicas superficiais da proteina. A solubilidade ir4 diminuir para proteinas que contém
muitos grupos ndo polares e aumentara para as que ndo possuem esses grupos.

Quando a forga i6nica é maior que 1, os sais apresentam efeitos especificos de cada ion
para a solubilidade das proteinas, quando a concentracdo dos sais aumenta até p=1; sulfato e
fluoreto diminuem a solubilidade das proteinas (efeito salting out) ao contrario dos perclorados
e do tiocianato que aumentam a solubilidade (efeito salting in) quando a for¢a i6nica é constante
a efetividade de cada ion segue a série de Hofmeister.(OWEN R. FENNEMA, 1996).
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Figura 1. Solubilidade de uma B-lactoglobulina em fun¢do do pH em diferentes concentragdes de NaCl.

3.2 —

Solubilidade(Nitrogénio-mL1)

Fonte: Adaptado de (VOET, DONALD VOET, 2010).

1.1.1. Albumina

Albuminas séo proteinas globulares, nas quais os diferentes segmentos de uma cadeia
polipeptidica enovelam-se uns sobre os outros. Esse enovelamento gera uma forma compacta
em relacdo aos polipeptidios em uma conformacdo totalmente estendida. O enovelamento
também gera a diversidade estrutural necessaria para que as proteinas executem um grande
conjunto de fungdes bioldgicas. As proteinas globulares incluem as enzimas, as proteinas
transportadoras, as proteinas motoras, as proteinas regulatorias, as imunoglobulinas e as
proteinas com diversas outras funces.(OWEN R. FENNEMA, 1996)

Como citado anteriormente as albuminas sdo soltveis em agua com pH =6,6 com isso
o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de proteinas é facilitado quando se trabalha

com albumina como padrdo uma vez que se tem vantagem de poder trabalhar com solucGes
16



aquosas. Buscando trabalhar com a quantificagdo de albuminas a amostra escolhida foi o
suplemento alimentar whey protein que tem como matéria prima o soro do leite que é rico em

a-lactoalbumina e B-lactoalbumina

1.1.2. Caseina

Todas as caseinas estdo ligadas ao fosfato de calcio formando uma esfera complexa
altamente hidratada que é chamada de micela sedo, tdo complexa que o tamanho pode variar de
30 até 300 nm de diametro, com uma pequena porcentagem atingindo até 600 nm.

Caseina € a proteina encontrada majoritariamente no leite nas seguintes formas: os1-
caseina, os2-caseina, -caseina, k-caseina. A partir disso foi estipulado para se trabalhar com
essa proteina seria necessario trabalhar com o padrdo que possui a maior concentragdo na
matriz, portanto utilizou-se a a-caseina como padrdo. Além disso foi necessario preparar a
solucdo de maneira que melhor simula-se 0 meio em que a caseina esta presente, por isso foi

utilizado uma solucéo de fosfato de célcio.

A Tabela 1 apresenta as proteinas presentes no leite e suas respectivas concentracoes.

Tabela 1. Proteinas presentes no leite e suas proporg¢des.

Proteina Concentracao(g/L) Porcentagem
Caseinas 24-28 80
as-caseinas 15-19 42
Ois1 12-15 34
0ls2 3-4 8
B-caseinas 9-11 25
K-caseinas 3-4 9
y-caseinas 1-2 4
Proteinas do Soro 5-7 20
B-lactoalbumina 2-4 9
a-lactoalbumina 1-1.5 4
Proteose peptona 0.6-1.8 4

Proteinas do Sangue

Albumina Sérica 0,1-0,4 1
Imunoglobulinas 0.6-1.0 2

Fonte: Extraido de (OWEN R. FENNEMA, 1996).
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A partir dos valores mostrados na tabela fica clara a necessidade de se trabalhar com

padrdes de caseina quando se procura trabalhar com leite

1.2. Legislacdo

1.2.1. Leite
Segundo a Instrucdo Normativa N° 76, De 26 DE NOVEMBRO DE 2018 a quantidade
minima de proteina exigida no leite pasteurizado é de 2,9 g/100 g, para realizar a quantificacéo

dessas proteinas 0 método de micro-kjedahl é utilizado.

1.2.2. Whey Protein

Atualmente ainda ndo ha uma legislacdo rigorosa em relacdo ao teor de proteinas
presente em suplementos alimentares, com isso a avaliacdo da concentracdo de proteinas fica
restrito ao valor que esta disponivel no rotulo, esses produtos costumam apresentar teores

proteicos em torno de 25 a 89%

1.3.  Método de Kjedahl

O método de micro-kjedahl é uma titulagcdo de retorno onde ocorre a transformacéao do
nitrogénio da amostra em sulfato de amonio através da digestdo com écido sulfdrico e posterior
destilacdo com liberacdo de aménia que € fixada em solugdo acida e titulada, Este método é
dividido em trés etapas principais: a digestéo, destilagéo e titulacdo (BRASIL, 2013)

Digestdo: nesta etapa ocorre 0 aquecimento da amostra com acido sulfdrico concentrado
até que o carbono e hidrogénio sejam oxidados. Com a finalidade de aumentar a temperatura
de ebulicdo do &cido e aumentar a velocidade de oxidacdo da matéria organica é adicionada a
reacao uma mistura catalitica.

Durante a digestdo, o carbono é transformado em dioxido de carbono (CO2) e o
hidrogénio em &gua (H20). O nitrogénio da proteina € reduzido e transformado em sulfato de
amonio, conforme a reacdo abaixo:

H,S0,

Matéria Organica S0; +S0,+ CO, + H,0 + (NH,),S0,

Destilagdo: O objetivo desta etapa € transformar o nitrogénio presente na solucéo na
forma de sulfato de amonio (NH*s) para gas NHs. Com adicdo de NaOH concentrado e
aquecimento, ocorre a liberacdo da amonia que é separada da mistura por destilagdo. O géas
entdo reage com uma solucao de acido bdrico, formando borato de aménio.
(NH,)250, + 2NaOH - Na,SO, + 2NHs + H,0

18



NH; + H3BO; - NH,H,BO;

Titulacdo: a etapa final consiste na titulacdo do borato de aménio com uma solugédo de

acido sulfarico padronizada.

2NH,H,B05 + H,S0, » (NH,),S0, + 2H;B0,
Quanto maior o volume de acido sulfdrico gasto na titulagdo maior a quantidade de

nitrogénio presente na amostra.

1.4.  Métodos Espectrofotométricos para Quantificacédo de Proteina

O desenvolvimento de métodos espectrofotométricos é muito importante visto que
industrias de alimentos e laboratérios de andlises clinicas estdo buscando procedimentos
rapidos, sensiveis e de baixo custo, a partir disso alguns métodos que sdo aplicados serdo
descritos a sequir(ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998).

1.4.1. Método de Biureto

As origens do método podem ser tracadas desde a proposta inicial de Auntenrieth, em
1915. O método se baseia na reacdo do reativo de biureto, que é constituido de uma mistura de
cobre e hidroxido de so6dio com um complexante que estabiliza o cobre em
solugcdo(GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949). O cobre, em meio alcalino reage com
proteinas gerando um complexo quadrado planar com a ligagédo peptidica. O produto de reacéao
apresenta duas bandas de absor¢do, uma em 270 nm e outra em 540 nm. A banda que é utilizada
para fins analiticos é a que esta situada em 540 nm, uma vez que muitas substancias absorvem
na regido de 270 nm causando muita interferéncia no método.

Esse método pode ser aplicado para determinar a concentracdo de proteinas totais em
diversos meios sendo eles: soro ou plasma sanguineo, liquido cérebro espinhal, urina,
alimentos, saliva, fibrinogénio e tecido animal. O método também tem sido aplicado em
analises por inje¢do em fluxo bem como em alguns métodos cinéticos(SHIDELER et al., 1980).
Apesar de ser um método rapido, utilizar reagentes de baixo custo e apresentar uma baixa
variagcdo, 0 mesmo possui uma baixa sensibilidade quando comparado a outros procedimentos
existentes, além de estar sujeito a interferéncia de substancias que possam interagir com os ions
Cobre (I1).

1.4.2. Método de Lowry
O método que atualmente conhecemos como metodo de Lowry (LOWRY et al., 1951),

para a determinacéo de proteinas totais, foi originalmente proposto por Wu (1922), sendo esta
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metodologia mais utilizada para a determinacgéo de proteinas. O principio do método baseia-se
numa mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico, que sofre uma reducdo quando
reage com proteinas na presenca do catalisador cobre (11) e produz um composto com absor¢éao
maxima em 750 nm.

Foi sugerido por Chou e Goldstein (1960) e Legler et al. (1985) que a redugdo ocorre
diretamente através das cadeias laterais de alguns aminoacidos, que contribuem com quatro
elétrons, ou atraves da retirada de dois elétrons ou através da retirada de dois elétrons de cada
unidade tetra peptidica dos peptideos e proteinas, que é facilitada pela formacdo do quelato
entre o cobre (I1) e peptideos/proteinas.

A principal vantagem do método de Lowry é sua alta sensibilidade e, por isto, tem sido
utilizado para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais em diversos meios, sendo
eles: liquor, plasma sanguineo, saliva humana, tecido animal entre outros. Sargent propds uma
modificacdo do método de Lowry que possibilitou o aumento da sensibilidade em cinquenta
vezes. Tal modificacdo esta baseada no fato de o verde de malaquita reage com o azul de
molibdato produzido no método de Lowry e o produto desta reacdo absorve fortemente em 690
nm amentando a sensibilidade, pelo fato de ser extensivamente aplicado tem sido utilizado em
diversos tipos de equipamento automatizados(HARRINGTON, 1990),(O0STA,;
MATHEWSON; CATRAVAS, 1978).

Mesmo apresentando uma alta sensibilidade esse método apresenta desvantagens
significativas tais como: estar sujeito a muitos interferentes, apresentar longo tempo de analise,
possuir absortividade especifica altamente variavel para diferentes proteinas e seguir a Lei de

Beer-Lambert apenas numa pequena faixa de concentragdo de proteinas.

1.4.3. Método de Bradford

O método de Bradford (1976) € um ensaio que foi desenvolvido para determinacédo de
proteinas totais, e nesse método utiliza-se os corantes Azul de Coomassie G ou R-250 que estao
representados na Figura 2. Esse método apresenta algumas vantagens em relagdo aos métodos
que o precedem, como por exemplo, 0 método de Lowry (LOWRY et al., 1951) que apresenta
uma quantidade maior de interferentes e precisa de uma maior quantidade de reagentes para ser
realizado.

O método de Bradford é baseado na ligagdo do corante a proteina, as moléculas de
corante iram reagir principalmente com os residuos de arginina que possuem uma cadeia lateral
carregada positivamente (MIKKELSEN; CORTON, 2004) e esse tipo de interacdo nos mostra

que utilizando concentragdes muito baixas de proteina 0 método ndo apresenta resultados
20



lineares, uma vez que teremos muitas moléculas de corantes livres mas poucos sitios de arginina
para que o corante possa se ligar. Esse limite € estabelecido entre 0,2-0,20ug, o inverso também
ocorre, quando temos uma concentracdo muito alta de proteina e uma baixa concentracdo de
corante, a maioria dos sitios de arginina ficaram sem ligantes gerando resultados néo lineares
(MIKKELSEN; CORTON, 2004). No pH de reacéo, a interacio entre a proteina de alto peso

molecular e o corante provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma aniénica.
Figura 2. Azul de Coomassie (a) G-250 e (b) R-250.

@ (b)
Fonte: O autor

Para quantificar a concentracdo de proteinas utiliza-se a lei de Lambert-Beer, que
relaciona a concentragcdo da amostra e sua absorbéncia, obtendo uma relagao linear. E o produto
formado da ligacédo corante-proteina apresenta uma cor azulada com absorbancia maxima em
590 nm e a faixa de absorbancia € estabelecida entre 495-595 nm, pois nessa faixa que se obtém
valores com uma melhor linearidade. O método de Bradford néo é eficiente quando se trabalha
em meio de surfactantes tais como Dodecil Sulfato de Sodio (NaCi2H25SO4), Triton X-
100(C14H220(C2H40)n(n=10-9) e detergentes comerciais para lavar loucas.

1.4.4. Método de SMITH ou BCA

O método proposto por Smith (SMITH et al., 1985)., também conhecido por método do
acido bicinchoninico (BCA 4,4’-dicarboxi-2,2’-biquinolina), se baseia na reacao de cobre (1)
com proteinas, em meio alcalino, produzindo cobre (I) e formando um complexo com BCA,
que absorve fortemente na regido de 560 nm.

Este método tem a vantagem de ser mais simples no preparo dos reagentes, tdo sensivel
guanto o método de Lowry., e relativamente rapido, sendo aplicado na determinacdo da
concentracdo de proteinas totais em saliva, proteinas celulares, interferons, leite humano e

determinacdo de grupos funcionais.
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O método de Smith possui algumas desvantagens, como a dependéncia da temperatura
de incubacéo das amostras, a variacdo da absortividade especifica para diferentes proteinas e a

variacdo da absorbancia com o tempo.

1.4.5. Método de absorcéo no ultravioleta

Este método é baseado no fato de que as proteinas mostram absorcao na regido de 280
nm e na regido abaixo de 220 nm, sendo a primeira devido a diversos aminoacidos, e a segunda
devido a ligacdo peptidica. No entanto, em 280 nm, em pH neutro, somente 0s aminoacidos
triptofano, tirosina e cistina possuem uma absortividade molar significante.

O método tem sido muito utilizado durante os procedimentos de purificacéo e separagdo
de proteinas para a quantificacdo das mesmas. Suas principais vantagens sdo as de ndo destruir
a amostra e de ser rapido. O principal motivo desta limitacdo € que, em amostras complexas,

diversas substancias absorvem no ultravioleta tornando os resultados pouco confiéveis.

1.5. Aspectos Gerais Sobre o Papel

Papel é um produto baseado em recursos naturais. De acordo com padrdes como DIN
6735, papel é especificado como um material plano constituido basicamente de fibras naturais,
que sdo geradas pelo espelhamento de uma suspensdo de fibra em um fio. Normalmente
madeiras de pinho, carvalho, eucalipto e bétula sdo utilizadas como matéria prima.

Para algumas aplicagOes tais como filtros para processos industrias, procedimentos
médicos e para tarefas domésticas ou para producdo de cédulas de dinheiro a matéria prima
utilizada € algodao, no entanto possui um custo maior quando comparado aos papeis produzidos
utilizando fibras de madeira, mas as os papeis produzidos a base de algodao possuem vantagens
quanto a composi¢do quimica ja que ele praticamente ndo possui lignina ou hemicelulose em
sua estrutura é composto praticamente por celulose do tipo 1 (LAND, 2019).

Devido a matéria prima utilizada na producéo do papel, as industrias produtoras de
papel devem lidar com varias propriedades que os papeis podem apresentar, tais como
comprimento da fibra, largura da fibra, cor, resisténcia e flexibilidade. Devido a essa quantidade
de propriedades os papeis adquirem varias aplicacdes.

Atualmente mais de 400 milhdes de toneladas de papel séo produzidas por ano e a maior
parte é utilizada para producdo de embalagens que é cerca de 50% da quantidade produzida
anualmente e 40% da quantidade papel produzida é utilizada para producdo de propagandas
impressas e 6% da quantidade de papel produzida sdo chamados papeis especiais (SCHABEL;
BIESALSKI, 2019).
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E a producdo de papéis para embalagens e papéis especiais tem crescido, e um dos
fatores que justifica o crescimento da producdo de papeis especiais € a popularizacdo dos
dispositivos a base de papel, inclusive na area médica. No entanto a aplicacdo de
microdispositivos fluidicos ainda possui um mercado pequeno.

A maior parte desse material é consumida em pesquisas e 0s resultados mais recentes
envolvem a determinacdo de pH ou a quantificacdo de glicose no sangue. Para maioria das
aplicacdes de dispositivos micro fluidicos de papel, papeis produzidos a base de celulose de

algodéo séo os mais empregados (LAND, 2019) .

1.6. Desenvolvimento do Dispositivo Microfluidico

1.6.1. Producéo dos dispositivos micro fluidicos

Nos ultimos anos, novos métodos de producéo de dispositivos microfluidicos tem sido
desenvolvido com intuito de facilitar o preparo e aumentar a versatilidade desses dispositivos
visando aumentar a quantidade de métodos que utilizam esses dispositivos. Alguns métodos de
producéo destes dispositivos sdo (LAND, 2019; SRIRAM et al., 2017):

a) Litografia

b) Impressdo 3D

C) Jatos de cera

d) Manchas de cera

e) Impresséo de tela PDMS

f) Marcador permanente

9) Impressdao com jato de cera
h) Impressao com jato de tinta
)] Léapis delineador

)] Impressora de corte

K) Fabricacdo de sol-gel hidrofobica

) Spray de cola escolar

Todas essas técnicas possuem um objetivo em comum: produzir uma barreira
hidrofobica que seja inerte e consiga delimitar o espaco que a solugéo ira ocupar no papel
utilizado. Apesar de todas essas técnicas serem vantajosas a que tem recebido maior destaque

é a impressdo com jato de cera, uma vez que esse método é simples e rapido e o formato dos
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MPADs \ (Dispositivos Analiticos em Papel, do inglés Paper Analytical Devices) pode ser

facilmente obtido.

1.6.2. Design dos dispositivos microfluidicos

Depois de escolher a metodologia que mais se adequa ao trabalho proposto é necessario
pensar sobre o design do dispositivo microfluidico, uma vez que essa etapa € muito importante
para que o funcionamento do dispositivo ndo fique comprometido. Tendo isso em mente, trés
etapas sdo muito importantes: a primeira delas é a introducdo da amostra que pode ser feita
utilizado uma micropipeta para adicionar o volume necessario na regido hidrofilica do
dispositivo. Outro método de introducdo da amostra ndo necessita de equipamentos externos,
uma vez que o dispositivo ird absorver a quantidade de amostra necessaria (LAND, 2019), no
entanto, sendo for realizado tomando os devidos cuidados, podem ocorrer erros de amostragem
e além disso, o design do dispositivo deve conter uma regido onde 0 mesmo possa ser
manuseado sem que o operador entre em contato com a regido hidrofébica e nem com o canal
hidrofilico.

Apos a escolha de método para introducdo da amostra é necessario controlar a maneira
que o fluido ird se comportar no dispositivo. O fluido ira deslocar-se na regido hidrofilica do
dispositivo por conta do efeito de capilaridade (LAND, 2019), efeito esse que ocorre quando
um fluido se desloca através de um capilar ou de corpo poroso devido a tensdo superficial, e
por consequéncia algumas propriedades do material escolhido podem interferir na capilaridade.
Além disso muitas operacdes unitarias podem ser embutidas dos dispositivos, tais como
filtracdo, pré-concentracdo, multiplexacdo e mistura dependendo da aplicacéo do dispositivo.

Apo6s o cumprimento de todas essas etapas € necessario preocupar-se com a zona de
deteccdo do dispositivo ja que é ela quem vai delimitar a quantidade de fluido utilizado, e se
for construida de maneira correta, evita contaminacao cruzada entre os spots desenvolvidos.

Além disso é na zona de deteccdo que a reacao ird ocorrer.

1.7. Uso de Impressoras 3D para o Desenvolvimento de Instrumentos Analiticos

Nos ultimos anos a quantidade de trabalhos na area de quimica analitica que utilizam
impressoras 3D cresceu bastante, pelo fato de ser uma ferramenta versatil ja que possibilita a
producdo de instrumentos utilizando um material de baixo custo, além de possibilitar a
producdo de dispositivos miniaturizados(MA et al., 2018). Entretanto alguns cuidados devem
ser tomados, uma vez que o filamento utilizado na impressora 3D pode ser constituido dos

seguintes materiais; polipropileno (PP)\(do inglés Polypropylene), Acido Polilatico (PLA) \(do
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inglés Polylatic Acid), Acrilonitrila butadieno estireno (ABS)\(do inglés Acrylonitrile
Butadiene Styrene) e polietileno tereftalato glicol (PETG) (do inglés Polyethylene
Terephthalate Glycol) (CAPEL et al., 2018).

As impressoras 3D mais empregadas tém como principio de funcionamento a extruséo
de um material e a deposi¢do por camadas, baseado no desenho projetado previamente em
algum software. Dentro dessa classe tem-se dois métodos de impressdao (DIXIT;
KADIMISETTY; RUSLING, 2018).

Fused Deposition Modeling (FDM); que consiste na deposicdo de um filamento
termoplastico, que passa pelo bico da impressora onde é aquecido e depositado camada por
camada, esse método de impressdo € muito versatil uma vez que ha diferentes materiais
termoplasticos que podem ser utilizados.

FDM modificado para impresséo utilizando polidemetilsiloxano (PDMS); esse método
costuma ser escolhido para a fabricacdo de dispositivos micro fluidicos por conta de ser muito
transparente e compressivel.

Por conta da alta versatilidade, as impressoras 3D possibilitam a producdo de
dispositivos miniaturizados que podem auxiliar a elucidacdo de experimentos didaticos, uma
vez que a producdo dos objetos necessarios possui um baixo custo. Por conta disso é possivel
encontrar alguns trabalhos na literatura que utilizaram esse recurso para o desenvolvimento de
experimentos didaticos, como por exemplo a fabricacéo de eletrodos de Ag/AgCI (SCHMIDT;
KING; KARIUKI, 2018), a partir de um filamento que possui a capacidade de conduzir corrente
elétrica, com isso um eletrodo miniaturizado e barato pode ser produzido auxiliando assim o
desenvolvimento de muitas aulas. Além disso, instrumentos para laboratério também podem
ser produzidos, como por exemplo suportes para tubos de ensaio, micropipeta, bureta, ou até
mesmo a impressdo de béqueres desde que se escolha o solvente adequado para entrar em

contato com o material do filamento

1.8.  Aquisicdo do sinal analitico por smartphone

1.8.1. Smartphones

Os smartphones tornaram-se uma ferramenta de comunicagdo essencial e esses
dispositivos sdo mais sofisticados do que os telefones celulares comuns (BECHER et al., 2011).
O seu nivel de sofisticacdo se assemelha a computadores pessoais e mudaram drasticamente
varios aspectos de nossas vidas, desde entretenimento, transacdes bancarias, compras e

cuidados com a saude. Espera-se que em um futuro proximo, aplicativos médicos baseados em
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smartphones irdo superar todos os diagndsticos convencionais de cuidados de satide (KANCHI
et al., 2018) Smartphones vém sendo empregados como ferramentas de deteccdo em
procedimentos analiticos para os mais variados fins, principalmente para fins bionaliticos
(KANCHI et al., 2018).

Shin e colaboradores relataram recentemente o uso de um smartphone para estimativa
do tempo de morte com base na analise colorimétrica de uma mancha de sangue. A amostra de
sangue foi testada em cinco materiais diferentes: papel A4, tecido, papel de parede, vidro e
madeira. A intensidade dos valores RGB foram monitorados e, posteriormente, a idade da
mancha de sangue foi calculada a partir do grafico dos valores de intensidade de brilho (V)
valores em relacdo do tempo (SHIN et al., 2017). Smartphones veem sendo empregados
também na determinacdo de propriedades fisicas, como por exemplo a viscosidade de liquidos
(KIM; KIM; YEOM, 2018).

1.8.1.1. Sensor CCD

Sensor CCD (Charge Coupled Device) foi desenvolvido por Bell Labs em 1970 e
propiciaram o surgimento de uma linha de cdmeras do estado s6lido compactas e robustas tanto
para emprego na televisdo quanto na digitalizacdo de imagens. Sdo compostos de elementos
discretos de imagem em silicio, em um Unico chip de circuito integrado, cuja a voltagem de
saida é proporcional a intensidade da luz incidente e podem ser classificados em dois arranjos
geométricos: sensores de varredura em linha e em area (REBELLO, 2003)

o Sensores de varredura em linha: Consiste em uma fila de “fotossitios” que
produz uma imagem bidimensional através do movimento relativo do detector em relacdo a
cena, sdo muito utilizados em sistemas de varredura de imagens ‘““scanners” com base plana

. Sensor de varredura em area: Consiste em uma matriz de “fotossitios”, sendo,
assim capaz de capturar imagens completas, como os tubos de vidicon. Sensores de varredura
em area sao similares aos sensores de varredura em linha, exceto em que os fotossitios sdo
arranjados de forma matricial e uma combinacdo de porta/registrados de transporte separa as
colunas de “fotossitios”

O CCD ainda pode ser visto como um arranjo fixo, de estado sélido, de fontes de
potencial distribuida em linha ou numa superficie normal, retangular ou quadrangular. Cada
fonte acumula carga elétrica proporcional a intensidade da luz incidente.

Uma imagem pode ser obtida expondo o arranjo a uma cena desejada e criando-se uma
distribuicdo bidimensional de potencial elétrico armazenado dentro de cada fonte. A imagem

analdgica é captada pela leitora e digitalizando o potencial dentro de cada fonte.
26



Os equipamentos de imagem do estado solido baseiam-se no efeito fotoelétrico e na
formacéo de elétrons livres na regido de silicio iluminada — atingida por fotons. Os fotoelétrons
produzidos num local sdo aprisionados na fonte de potencial mais préxima e sdo transferidos
como um “pacote de cargas” para o fundo de uma série de elementos até alcangar o terminal
externo. Como os sensores CCD funcionam a partir da transferéncia de carga, caso um dos
pixels seja afetado a informacao dos pixels adjacentes também seré afetada(REBELLO, 2003)

O sensor CCD possui algumas especificacdes técnicas (CAPITAN-VALLVEY et al.,

2015):

o Resolucdo: é o numero de pixels que define a imagem obtida pela cadmera com
sensor CCD

o Resposta Espectral: é mais larga para CCDs mais finos

o Resposta de Foto ndo uniforme: determina a varia¢do na sensibilidade dos pixels

de um sensor de imagens e gera um ruido proporcional ao nivel do sinal

o Carga de saturagdo: Indica o nimero de elétrons que podem ser transferidos de
um sitio para outro

o Eficiéncia de transferéncia de carga: é definido como a razédo da carga transferida

de um pixel para outro adjacente

Os sensores CCD apesar de serem utilizados apenas em aplicagdes especificas,
contribuiram muito para o desenvolvimento de sensores fotossensiveis e para o estudo de novos
circuitos que possibilitam ndo s6 a amplificacdo do sinal, mas também uma resposta mais rapida

e com um menor ruido de fundo

1.8.1.2. Sensor CMOS

O circuito de instrumentagdo CMOS bésico € denominado APS (Active Pixel Sensor).
A caracteristica que define é a utilizacdo de pelo menos um elemento ativo (para amplificacdo
do sinal) em cada pixel. As amostras analdgicas sdo obtidas diretamente, enderecadas por
coluna e digitalizadas por conversores analdgico-digitais. Usualmente, cada coluna possui um
conversor analitico digital, mas é possivel a utilizacdo de um Unico conversor para todos 0s
pixels, 0 que pode exigir conversores de alta velocidade.

Uma das vantagens do sensor CMOS frente ao CCD é a integracdo de dispositivos com
uma maior eficiéncia de custo, além as cameras CCD exigem um consumo de poténcia cada

vez mais alto, além de impossibilitar a miniaturizagdo, por conta disso sensores CMOS tém
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sido amplamente aplicados em cameras de smartphone ja que € possivel obter resposta rapida

e um baixo custo para desenvolvimento.(FERREIRA, 2008)

1.8.2. Condicdes de lluminacéo

Antes de se obter as imagens digitais é primordial definir, qual sera a fonte de radiacdo
utilizada, em qual posi¢do a imagem sera obtida caso o trabalho seja realizado utilizando um
smartphone ou uma webcam e construir um suporte onde a radiacéo externa ndo interfira na da

fonte escolhida

1.8.3. Tratamento das imagens digitais

1.8.3.1. Espaco RGB

Foi proposto por Thomas Young em 1802, descrevia os fendmenos que ocorriam
quando a luz branca era projetada através dos filtros vermelho, azul e verde. Esse modelo ficou
consolidado j& que descrevia a percepcao de cores do olho humano e mais tarde esse mesmo
modelo seria usado em equipamentos eletrdnicos para construcdo de imagens. Essa teoria foi
denominada de teoria tricromatica.

Os valores das coordenadas do espaco RGB variam entre [0,0,0] (preto) até [255, 255,
255] (branco). Uma das desvantagens do uso deste modelo € que ele depende do equipamento
que esta sendo utilizado e como ele foi construido e por conta disso algum padrdo colorimétrico
pode apresentar cores diferentes quando avaliado em equipamentos diferentes.

Mesmo assim esse modelo tem sido muito aplicado em quimica analitica para
quantificacdo de algumas solucGes. Na literatura ha varios trabalhos que o aplicam com intuito
de avaliar o sinal obtido apds processamento da imagem(GRUDPAN et al., 2015), além disso
com o objetivo de melhorar o comportamento linear de alguns analitos, algumas variagdes desse
modelo podem ser aplicadas, como por exemplo o emprego da média dos valores afim de

relacionar os 3 canais, conforme a Equacéo (1) a seguir.

R+G+B

3 1)

Outra maneira de efetuar a relacdo entre os canais é aplicando a soma vetorial deles,

também denominada de distancia euclidiana, conforme a Equacéo (2).

VR? + G2 + B2 )
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Tem-se também a aplicacdo da escala de cinza que é um modelo mais coerente, ja que
relaciona os canais R, G e B a partir da contribuicdo de cada um deles, conforme a Equacéo (3)

a sequir.
[ =0,299R + 0,587G + 0,114B (3)

onde | é a escala de cinza (PASSARETTI FILHO; DA SILVEIRA PETRUCI; CARDOSO,
2015).

Além dos calculos mostrados acima € possivel aplicar um método de linearizacdo nos
dados obtidos utilizando a ODR (Densidade Optica Relativa, do inglés Optical Density

Relative), conforme a Equacao (4).
I
ODR = _loglo_ (4)
Iy

No qual | é a intensidade da escala de cinza e lo é 0 valor do branco para a fonte de
iluminacdo utilizada. Geralmente esse valor é fixado como 255 que é o valor correspondente
ao branco na escala RGB, que pode ser a luz do scanner ou utilizada com o smartphone. O sinal
obtido pela ODR minimiza o erro causado por pequenas variacdes no brilho da imagem que
pode ser gerado pela absor¢do da luz que ocorre devido a presenca de grupos cromaéforos
presentes na solucdo do corante.(PASSARETTI FILHO; DA SILVEIRA PETRUCI,
CARDOSO, 2015).

Outros espacos colorimétricos que sdo utilizados em alguns trabalhos sdo: HSV,
CIELAB CIE 1931 ou CIE XYZ(CAPITAN-VALLVEY et al., 2015). O espaco HSV descreve
uma cor baseado nos valores de Hue(H), Saturation(S) e Value(V). Hue é definido como o
comprimento de onda predominante do espectro de radiacdo da cor, Saturacéo é definida como
a pureza da cor e Value é definido como o valor do brilho, que representa a quantidade de luz
presente na cor.

No espaco CIELAB a cor € descrita por trés coordenadas L*, a* e b*. A coordenada L*
representa a luminescéncia, a coordenada a* representa a mudanca de cor do vermelho até o
verde e b* representa a mudanca de cor do amarelo até o azul. J& o espago CIE 1931 ou CIE
XYZ ¢ definido por duas coordenadas que definem a cromaticidade, X e Z e uma terceira

coordenada Y que define a luminescéncia, também como valores tristimulus.
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1.8.4. Sistema de detecc¢éo miniaturizado

1.84.1. LED

Light Emission Diode ou Diodo Emissor de Luz, como visto na Figura 3, tem sido muito
aplicado para construgdo de instrumentos miniaturizados, por conta de ser uma fonte de
radiacdo acessivel, quando se trabalha com comprimentos de onda na regido do visivel, e ser
muito flexivel por conta de apresentar uma faixa espectral ampla.

O principio de funcionamento é semelhante ao de um fotodiodo, o LED possui um
semicondutor de juncdo PN que conduz corrente somente em forward direction (do lado mais
positivo da fonte de tensdo até o lado mais negativo da fonte de tensdo) o diodo comeca a
conduzir depois de atingir uma tensao minima. Na Figura 4, é possivel avaliar o comportamento

da corrente em funcdo da Tensdo e verificar o valor de tensdo minimo.

Figura 3. LED

Fonte: Adaptado de (BUI; HAUSER, 2015).

Com isso os elétrons da regido N e 0s buracos da regido P irdo se sobrepor, causando
a liberagédo de energia, a qual a quantidade liberada depende do band gap do material que o
semicondutor foi dopado. Essa energia ira determinar o comprimento de onda da luz emitida, e
por consequéncia a cor. (PLATT; JANSSON, 2013b).
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Figura 4. Gréfico de Tensdo x Corrente, para varios LEDs

30=
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15+
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Fonte: O Autor
Quando a tensdo limite é atingida, os valores de corrente sdo exponenciais em relacéo a

tensdo como apresentado na Figura 3. Por conta disso, uma pequena variagdo na tensao pode
gerar um aumento significativo da corrente. Com o intuito de minimizar esse problema, o
circuito do LED é montado com um circuito integrado (CI) — LM 317, visto na Figura 5, que é
um regulador de tensdo. O objetivo do uso desse Cl é que o LED seja alimentado com corrente
constante, minimizando efeitos de variacdo de emisséo de luz causados por varia¢do da corrente

de alimentacéo, conforme a Equacao (5).

Figura 5. LM317

Fonte: O Autor
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O LED pode apresentar os seguintes comprimentos de onda (PLATT; JANSSON,

2013b)

LED infravermelho: 850 até 950 nm
LED vermelho: 621 até 700 nm
LED laranja: 605 até 620 nm

LED &mbar: 590 até 591 nm

LED amarelo: 585 até 590 nm

LED verde: 527 até 570 nm

LED azul: 470 até 475 nm

LED ultravioleta: 385 até 405 nm

Por conta dessa ampla faixa de comprimentos de onda a utilizacdo dos LEDs é viavel

em varias aplicacdes e em diferentes matrizes, viabilizando um sistema de baixo custo, com

uma resposta rapida e boa sensibilidade.

1.8.4.2. Fotodiodo

Quando a radiacdo atinge o fotodiodo uma pequena corrente é gerada. Esse fenébmeno é

conhecido como efeito fotovoltaico e é similar ao que ocorre em um painel solar, que pode ser

exemplificado como um grande arranjo de fotodiodos. A Figura 6 exibe o fotodiodo utilizado.

Figura 6. Fotodiodo

Fonte: O Autor
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Quando a radiacdo atinge um semicondutor ela pode excitar os elétrons para um estado
de maior energia, com isso o0 elétron comeca a se mover até que ele é ejetado. No modo
fotovoltaico a luz incidente pode excitar o material, com isso pares eletrdnicos serdo gerados e
as bandas desocupadas ficardo com buracos eletronicos, assim os elétrons se moverdo para o
catodo e os buracos eletrdnicos para o anodo, gerando uma juncao NP. Esse fendmeno também
pode ocorrer na auséncia de luz visivel, mas sera gerado uma pequena corrente que é chamada
de “corrente escura”(PLATT; JANSSON, 2013a)

Ja no modo fotocondutivo a radiagdo que atinge o fotodiodo gera pares de elétrons e
buracos “eletronicos” no material semicondutor. Eles se movimentarem em dire¢des opostas
por conta da tensdo de polarizacdo, por conta disso uma pequena corrente passard pelo
fotodiodo. O modo fotocondutivo ira gerar uma resposta mais rapida do que o modo
fotovoltaico por conta da polarizagéo reversa que vai diminuir a camada de deplecdo mais larga,
com isso a capacitancia ird diminuir (PLATT; JANSSON, 2013a).

Com intuito de utilizar o fotodiodo para medidas analiticas € possivel montar um
circuito com o amplificador operacional (LOG 101) que esta representado na Figura 7 afim de
transformar o valor de corrente obtido em valores de absorbancia. Um circuito com um
amplificador operacional logaritmico pode ser utilizado, o qual uma voltagem de saida (Vo) é
proporcional a razéo da das correntes de entrada (BUI; HAUSER, 2015), conforme a Equacao

(6).

Figura 7. Amplificador Operacional LOG 101

Fonte: O Autor

i
Vo = —log =L 6)

Lsinal
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OBJETIVO

O trabalho tem como objetivo otimizar o método de Bradford para aplica-lo em
duas estratégias, uma utilizando um dispositivo em papel e smartphone como detector
e na outra construir um fotdmetro miniaturizado. E quantificar a concentragcdo de

proteina em amostras de Whey Protein.
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiais
o Balanga Analitica (Shimadzu® modelo AUY220 com precisdo de + 0,1 mg)
. pHmetro ( GEHAKA® PG 1800)
o Agitador Magnético (Fisatom® 752)

o Micropipetas (Labmate Pro®)

. Tubo Falcon (Corning®)

o Smartphone ( Galaxy S9 plus marca Samsung com camera de 12 megapixels)
. Fotodiodo (OSRAM® BPW 21)

. Regulador de Tensdo (LM317 Texas Instruments®)

o TLO71(LOG 101 Texas Instruments®)

o Multimetro (Minimapa ET-1400)

. LED (Broadcom®)

o Impressora 3D (GTmax 3D core A1 com uma extrusora)
. Impressora a Cera (Xerox, ColorQube™ 8580DN)

. Estufa (NI 1512 NOVA®)

3.2. Reagentes
o Acido Cloridrico 37% V/V (Sigma Aldrich)
o Albumina (Sigma Aldrich)

o Hidroxido de Sodio ( Dindmica Quimica Contemporanea)
o Etanol Absoluto (Dindmica Quimica Contemporanea)
o Sulfato de Amonio (Dindmica Quimica Contemporanea)

o CBB R-250 (Sigma Aldrich)

3.3. CBBR-250

3.3.1. CBB-1HCI

O azul brilhante R foi preparado dissolvendo 60 mg do reagente em 100 ml de &cido
cloridrico e depois colocado sobe agitacdo durante 40 minutos e posteriormente € filtrado para
retirar as particulas solidas e posterior diluicdo do reagente em com acido cloridrico (1:1).
Foram preparadas solugdes com acido cloridrico em concentragdes de 1, 2, 4 e 6 mol L. O
aspecto de cada umas das solugdes é apresentado na Figura 8(GRINTZALIS; GEORGIOU;

SCHNEIDER, 2015).
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Figura 8. Solucéo Azul Brilhante em diferentes concentragfes de HCI

g

1 mol L1

4 mol L1 6 mol L-!

K

Fonte: O Autor

3.3.2. CBB-AS

A solucdo de CBB-AS (Coomassie Brilliant Blue-Amonium Sulfate) ou hidrofobico,
foi preparada pela mistura de 10 ml da solucdo de CBB-2HCI, previamente preparada, com 10
ml de &cido cloridrico 2 M, 2% de etanol absoluto e 3,6 g de sulfato de aménio. A funcéo do
etanol absoluto é manter o reagente estavel a temperatura ambiente por pelo menos 3 semanas
sem perder a sensibilidade (GEORGIOU et al., 2008).

3.4. Solucéo de Albumina

A solucdo padrao de albumina foi utilizada para a construcdo da curva de calibragéo.
Para o preparo da solucgdo estoque pesou-se 500 mg de padrdo em 100 ml de &gua deionizada.
Apesar da albumina ser uma das proteinas mais sollveis em &dgua nao foi necessario promover
o efeito de salting-in que € o aumento da solubilidade de proteinas devido ao acréscimo de

baixas concentracdes de sais em solugdo. Os ions salinos interagem com as cargas iénicas das
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proteinas aumentando assim o numero efetivo de cargas e a quantidade de moléculas de dgua

fixadas a ionosfera proteica

3.5.  Solucéo Albumina e CBB-R250
Em todos os estudos realizados a solucdo de corante com albumina foi preparada da
seguinte maneira, a 4 mL da solucdo de albumina foi adicionado 1 mL da solucéo de CBB-R.

3.6.  Otimizagao do Papel
Para a construcao do dispositivo micro fluidico, varios tipos de papeis foram avaliados.
Um volume de 60 pL da solucdo de albumina com reagente foi adicionado ao papel e

posteriormente foi avaliado a partir da aquisi¢cao da imagem.

3.7.  Otimizacao pH
Apds a formacdo do complexo proteina-reagente, a solu¢do de NaOH 0,1 M preparada

previamente foi adicionada lentamente para ajuste do pH desejado.

3.8.  Otimizagéo da Concentracéo HCI
O reagente foi preparado utilizando diferentes concentragdes de HCI, como descrito
anteriormente, afim de avaliar em qual concentracédo e pH o reagente formaria o complexo com

a proteina, esse estudo sendo feito utilizando um espectrofotdbmetro Ocean Optics 3000

3.9. Aquisicdo das imagens

Para a aquisi¢do das imagens foi utilizado um smartphone Galaxy S9 Plus da marca
Samsung e que possui uma camera de 12 megapixels. As imagens foram obtidas em um
ambiente com a iluminacdo controlada. Apos a obtencdo das imagens o software ImageJ foi
utilizado para fazer o tratamento das imagens, afim de se obter os valores dos canais R,G e B

para a construcdo da curva analitica. Os dados foram obtidos como descrito em seguida.

3.9.1. Tratamento de dados pelo imageJ

3.9.1.1. Dowload do imageJ
O programa foi obtido gratuitamente no seguinte endereco eletrénico:

https://imagej.nih.gov/ij/download.html, conforme apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Download imageJ

home | news | docs | download | plugins | resources | list | links

Platform Independent

To install Image] on a computer with Java pre-installed, or t upgrade to the atest full
distiburion (ncluding plugins and LUT), ZIP archive (6MB)
and extract the Image] directory. Use the Help> Update ImageJ command to upgrade
o newer versions.

Mac 0S X

Download Imaged bundled with Java 1.8.0_172 (may need o work arousd Path
Randomization). Also available as an application that uses Apple’s version of Java 6.
{does not work on High Siema). Instructions

Linux
Download ImageJ bundled with Java 1.8.0_112 ($2MB). Instructions,

Windows

Dovwnload ImageJ bundled with 64-bit Java 1.8.0_112(70MB). Instructions.
Documentation

Tiago Ferreira's comprehensive Image] User Guide is available as an SMB PDF
document and as a ZIP archive. The online JavaDoc API documentation is also
available as a ZIP archive.

Source Code

The Image] Java source consists of 132,000 ines of code in 348 files It is available
online and 2s zp archives

Fonte: O Autor
O programa foi instalado em um computador com sistema operacional Windows.

3.9.1.2. Abrindo um arquivo de imagem
Apos a instalagdo do aplicativo, basta executd-lo e aparecerd a interface exibida na

Figura 10.

Figura 10. Interface imageJ

i Image) _ %
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B ol o] 43 tlels) | |»

o Dev
Scrolling tool (or press space bar and drag)

N Al o0 o

Fonte: O Autor
Basta clicar em File e depois clicar na opg¢do Open, como visto na Figura 11.

Figura 11. Abrindo uma imagem com imageJ

 Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
= Jalaleir] ajmig]els] | |-

ht click to switch)

Open Ctrl+O

Open Next Ctrl+Shift+O
Open Samples L4
Open Recent 4
Import 4

Close Ctri+W

A4

Fonte: O Autor
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A imagem que sera analisada precisa estar no formato .JPEG.

3.9.1.3. Escolha da regido analisada
Ap0s a escolha da imagem que sera analisada, e necessario escolher a regido que sera
avaliada selecionando as duas geometrias possiveis de sele¢do, como visto na Figura 12 e

Figura 13.

Figura 12. Avaliando uma imagem com imageJ utilizando a forma “Quadrado”.

d 2inc 2 2 - i maqe
9;0x12809ixels; RGB; 4.7MB File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
g olc|o|l~4 [N Ala|o|0]] Qe s]o]s]| | |»

Rectangle*®, rounded rect or rotated rect (right click to switch)

Fonte: O Autor

Figura 13. Avaliando uma imagem com imageJ utilizando a forma “Elipse”.

¢ 4jpeg (33.3%) = o x| 4 Image
960x1280 pixels; RGB; 4. 7MB File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
OJS o] A4\ Al o) Qe s]o]x] | |»

x=906, y=54. value=001,001,001 (#010101)

Fonte: O Autor
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3.9.1.4. Aquisicao dos dados

Basta selecionar a op¢do Plugins e depois clicar em Analyze e em seguida selecionar

RGB Measure, como visto na Figura 14.

Figura 14. Adquirindo os dados com imageJ

4 4jpeg (33.3% - < £ Image)
960x1280 pixels; RGB; 4. 7MB File Edit Image Process Analyze Window Help

O z|o| -~ £]5x Al -

Utilities

Scrolling tool (or press space bar and drag)
| New

Compile and Run...
Install .. Ctri+Shift+M

3D 4

Examples | Cell Counter Notice
¥ Grid
Measure And Label

RGB Measure

Fonte: O Autor
Apos a execucdo de todos esses passos, uma imagem conforme visto na Figura 15

deverd aparecer.

Figura 15. Tabela com os dados obtidos

¢ Results
File Edit Font Results
|Lanel |area [Mean  [min [Max |

1 Red 39608 B88.123 14 146
2 Green 38608 165.706 70 214
3 Blue 39608 239.002 147 255
4 (R+G+B)/3 39608 164.363 77 208
5 0.299R+0.587G+0.114B 39608 150811 62 198

Fonte: O Autor
Com isso, basta selecionar o canal que apresenta a melhor resposta analitica para o
estudo que seréa realizado.

3.9.2. Color Grab
Além de utilizar o software imageJ é possivel utilizar o aplicativo ColorGrab
(Loomatix, version 3.6.1. 2017), que possibilita a conversdo da imagem em valores de RGB
imediatamente apos a obtencdo. As otimizagdes foram realizadas utilizando este aplicativo.
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3.10. Fotometro portatil

3.10.1. Circuito LED

Como citado anteriormente a varia¢do da corrente ndo € linear com a tensdo o que
significa que uma pequena variagao na tenséo pode gerar um aumento no valor da intensidade
da corrente o que pode levar a variagao da emisséao de radiacdo e resultados pouco reprodutiveis.
Para solucionar esse problema o LED ¢ ligado a um circuito elétrico baseado em um regulador
de tensdo (LM317) que a corrente pode ser calculada a partir da escolha de um resistor adequado
utilizando a equacdo. O circuito utilizado esta representado na Figura 16. Neste trabalho,
utilizou-se um resistor variavel (potencibmetro) de 100 OHM, que foi ajustado para gerar uma

corrente de 40 mA.

Figura 16. Circuito LED, LM317.

Vv
N LM317 R
ADJ i=12/R
—te
—

Fonte: Extraido de (BUI; HAUSER, 2015).

3.10.2. Circuito fotodiodo

O diodo utilizado no trabalho foi montado no modo foto corrente, como visto na Figura
17.
Figura 17. Circuito Fotodiodo.

Vo=i-R

A4

Fonte: Extraido de (BUI; HAUSER, 2015).
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Para realizar as medidas de absorbancia o fotodiodo foi ligado a um amplificador de
razdo logaritmica (LOG101) onde o valor de tensdo é diretamente transformado em

absorbancia.

3.10.3. Suporte LED e fotodiodo

Para acoplar o LED e o Fotodiodo, um suporte foi projetado no software AutoDesk
Inventor e impresso com o auxilio de uma Impressora 3D utilizando o filamento de ABS. O
suporte esta representado na Figura 18.

Além do espago para o fotodiodo e o LED, foi feito o espaco para insercdo da cubeta

onde as medidas foram realizadas.

Figura 18. Suporte fotdmetro.

Fonte: O Autor

3.10.4. Aquisigéo dos dados

Para a realizacdo dos experimentos foi escolhido um LED laranja com comprimento de
onda variando entre 605 e 620 nm. Os estudos realizados para a escolha do LED seréo
apresentados na secdo das otimizacbes. O fotdmetro miniaturizado pode ser visto na Erro!

Fonte de referéncia ndo encontrada..

Figura 19. Fotdmetro miniaturizado.
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Fonte: O Autor
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4, OTIMIZACOES
4.1. Otimizacéo do papel

4.1.1. Folha sulfite

O primeiro papel testado foi a folha sulfite que tem como constituinte basico a celulose,
que esta representada na Figura 20 que possui algumas hidroxilas na sua estrutura. Estes grupos
facilitam a absorcdo de agua pela folha de papel e, como todos os reagentes sdo solucdes
aquosas, eles sdo facilmente absorvidos. No entanto, essa absor¢cdo ndo é uniforme, o que

confere um baixo coeficiente de correlagdo como mostrado na Figura 21.

Figura 20. Estrutura da celulose.

_OH _OH
G- s ——0__ OH
OH OH
OH ‘
OH OH

Fonte:(TEIXEIRA et al., 2017).
Para tentar contornar essa baixa reprodutibilidade e continuar utilizando a folha sulfite,

que apresenta algumas vantagens como baixo custo, facil acesso e manuseio, foi proposto fazer
a leitura antes que a amostra fosse absorvida pelo papel. Entretanto os resultados também néo

foram satisfatérios e a Equacéo (7) foi obtida
y =2614 —1,34x (7)

com coeficiente de correlagdo R?=0,7669, conforme visto na Figura 22. Como os resultados
obtidos utilizando a folha sulfite ndo obtiveram uma boa linearidade, partiu-se para avaliacdo

do papel de filtro.
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Figura 21. Curva de calibragéo obtida utilizando folha sulfite ap6s a absorcéo.
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Fonte: O Autor

Figura 22. Curva de calibracéo obtida utilizando folha sulfite antes da absorg¢&o.
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Fonte: O Autor



4.1.2. Papel de filtro
O papel de filtro foi escolhido como alternativa, uma vez que a absorcao é mais rapida
e uniforme ja que ele feito a base de algodao e por conta disso a quantidade de celulose € bem

maior. Os resultados obtidos podem ser vistos na Figura 23, conforme a Equacéo (8),

y = 220,25 + 1,9x (8)
com coeficiente de correlagio R?=0,8303. Foi possivel observar que houve uma melhora em
relacdo ao papel sulfite, porém esta ndo justifica o uso do papel de filtro e, como a absorcéo €
rapida, ndo € viavel fazer a leitura antes da absorcdo. Como os resultados obtidos ainda néo
foram satisfatorios, partiu-se para o desenvolvimento do dispositivo micro fluidico utilizando

a impressdo com jato de cera e optando por um papel cromatografico.

Figura 23. Curva de Calibracdo obtida utilizando papel de filtro.

260

y=220,25 + 1,9x

s0]  R%=0,7669

240

RGB(B)

230

220 4

210 ' L '
0 8 16 24

Concentracao de Albumina (g/L)

Fonte: O Autor

4.1.3. Papel Cromatografico

Ap0s varios testes com a folha sulfite e com o papel de filtro, partiu-se para o papel
quantitativo com spots hidrofébicos impressos utilizando uma impressora a cera, conforme a
Figura 24. Para utiliza-lo é necessario um tratamento prévio, aguecendo-o por 15 min a 50°C
em estufa ou em chapa de aquecimento, onde o processo é mais rapido. Ocorre a penetracdo da
cera no interior do papel, gerando a barreira hidrofébica que ira limitar a regido da amostra,

conforme visto na Figura 25.
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Figura 24. Folha ap6s impressdo com jato de cera.

Fonte: O Autor

Figura 25. Folha ap6s aquecimento.

Fonte: O Autor

O resultado obtido apds a leitura com essa condicao foi promissor, conforme a Equacgéo
()}
y = 226,37 — 1,7878x 9)
com coeficiente de correlagdo R?=0,9161, como visto na Figura 26.
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Figura 26. Curva Analitica obtida utilizando o papel cromatografico.
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Fonte: O Autor
Com base nestes resultados, partiu-se para a avaliagdo das outras variaveis que
interferem na resposta analitica, que sdo concentracdo de acido cloridrico e a faixa de pH em

gue o reagente se encontra.

4.2.  Estudo do pH

O estudo de pH é importante uma vez que dependendo do seu valor o reagente tera um
comportamento diferente. Em pH 0,39 o reagente possui a estrutura descrita na Figura 27. Neste
pH o reagente terd a menor afinidade pela proteina e consequentemente o método tera uma
menor sensibilidade.

A Figura 28 apresenta a estrutura do azul brilhante em pH 1,3. Neste pH o reagente tera
uma interacdo intermediaria com o analito de interesse e consequentemente uma melhor
sensibilidade, mas ainda ha como melhorar a sensibilidade.

A estrutura apresentada pela Figura 29 em que o reagente se encontra em um pH maior
que 1,3 tem a melhor interacdo pelo analito e com isso terd a melhor sensibilidade. Estas

interagdes sdo todas eletrostaticas.
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Figura 27. Estrutura do Azul Brilhante em pH=0,39.

Protein Peptide Domain

Trp

Fonte: Adaptado de (GEORGIOU et al., 2008).

Figura 28. Estrutura do Azul Brilhante em pH=1,3.

Protein Peptide Domain

Fonte: Adaptado de (GEORGIOU et al., 2008).

Figura 29. Estrutura do Azul Brilhante em pH> 1,3.

Phe Protein Peptide Domai

Fonte: Adaptado de (GEORGIOU et al., 2008).
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A Figura 30 mostra o grafico que representa 0 comportamento do reagente em varios

valores de pH. Foi utilizado a concentracéo arbitraria de 5 g L™

Figura 30. Estudo do comportamento do azul brilhante em diferentes valores pH.
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Fonte: O Autor

Ap0s a avaliagéo, foi possivel concluir que no pH= 0,75 obteve-se um sinal maior e um

menor desvio.

4.3.  Estudo concentracéo de Acido Cloridrico

A concentracdo do &cido cloridrico utilizado para o preparo da solucdo de azul brilhante,
nos experimentos descritos anteriormente foi de 2 mol L. Entretanto, o estudo da concentragio
utilizada mostrou-se muito importante, entdo diferentes solugdes foram preparadas e 0s
espectros no UV-VIS foram avaliados.

Foi possivel notar, conforme a Figura 31, que em cada concentracdo de &cido cloridrico
obteve-se um maximo de absorbancia diferente, com as menores concentragdes entre 600 e 700
nm e as concentragfes mais elevadas entre 450 e 550 nm. Com isso, 0s espectros foram

avaliados aplicando o reagente nas amostras.
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Observando os espectros obtidos na Figura 32, é possivel perceber que ndo houve
diferenca entre 0 maximo de absorbancia do reagente, do branco e da amostra, com isso fica

claro que ndo € viavel utilizar essa concentracdo de &cido cloridrico.

Figura 31. Espectro de absorbancia do azul brilhante em diferentes concentra¢Ges de HCI.

——1mol L?
2,0 1 .
——2mol L?
——4mol L?
——6molL*
15
[%2]
o]
<
1,0
05
0,0 T T T
400 500 600 700 800

r(nm)

Fonte: O Autor

Figura 32. Espectro de absorbancia para HCI 1 mol L e o efeito da amostra no reagente.
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Fonte: O Autor
A partir da andlise do espectro da Figura 33, é possivel perceber que um deslocamento
do maximo absorbancia do reagente com a amostra quando comparado com o branco e o

reagente 2 mol L1,
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Figura 33. Espectro de absorbancia para HCI 2 mol L e o efeito da amostra no reagente.

02 4 —— Branco
—— Amostra
——2mol L*
0,1
38 0,0 -
<
-0,1 1
-0,2 -
'013 T T T
400 500 600 700 800

A(nm)
Fonte: O Autor
Observando os espectros obtidos na Figura 34, é possivel perceber que ndo houve

diferenca entre 0 méaximo de absorbéncia do reagente, do branco e da amostra, com isso fica

claro que ndo € viavel utilizar essa concentracdo de acido cloridrico.

Figura 34. Espectro de absorbancia para HCI 4 mol L e o efeito da amostra no reagente.
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Fonte: O Autor
Observando os espectros obtidos na Figura 35, é possivel perceber que ndo houve

diferenca entre 0 méaximo de absorbéncia do reagente, do branco e da amostra, com isso fica

claro que ndo é viavel utilizar essa concentracao de &cido cloridrico.
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Figura 35. Espectro de absorbancia para HCI 6M e o efeito da amostra no reagente.
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Fonte: O Autor

A partir destas analises, a concentragdo de acido cloridrico escolhida foi a de 2 mol L™
que foi coerente com o valor 6timo de pH encontrado. Depois foram realizados experimentos
adicionando sulfato de amonio e etanol anidro, para preparar o CBB R-250 hidrofobico, com
isso novos espectros foram obtidos para se avaliar o efeito desses reagentes.

Quando se compara a Figura 36 com a Figura 31 é possivel perceber que o valor de
absorbéncia obtido foi menor. Com isso, o reagente hidrofébico néo foi aplicado & amostra uma
vez que a etapa a mais de adicao desses reagentes ndo confere nenhuma alteracéo consideravel

aos resultados obtidos.
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Figura 36. Espectro de absorbancia utilizando diferentes concentra¢des de HCI para 0 CBB-R250 Hidrofdbico
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Fonte: O Autor

4.4.  Aplicacédo dos parametros otimizados para leitura com papel

Apdls a otimizacdo das variaveis do experimento foi possivel construir uma curva
analitica utilizando a amostra no papel. Cada um dos spots, apresentados na Figura 37, foi
tratado individualmente utilizando o software imageJ e os valores do canal R foram utilizados

para construir a curva de calibracéo

Figura 37. Imagem obtida do reagente com proteina no papel.

Fonte: O Autor
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Observando a Figura 38 percebe-se que a curva analitica pode ser expressa conforme a

Equacdo (10),

y = 1,378x + 129,80 (10)

com um coeficiente de correlagdo R?=0,9995. A partir disso fica evidente que é possivel utilizar
Imagens obtidas pelo smartphone para determinar a concentragdo de um analito de interesse, e
além disso foi possivel demonstrar que o reagente CBB-R250 pode ser utilizado para

quantificacBes espectrofotométricas.

Figura 38. Curva de calibragdo para Albumina utilizando smartphone e aplicando as variaveis otimizadas.

144
142 y= 129,804 + 1,3786x
R%=0,9995

128 T T T T T T
0 2 4 6 8 10

1

Concentracdo de Albuminag L™
Fonte: O Autor
O papel funciona muito bem para a realizagcdo de spot tests, uma vez que a reacéo é
feita fora do papel e 0 mesmo é utilizado apenas como uma plataforma para obtencdo das
imagens. Entretanto os estudos realizados utilizando o papel como uma plataforma reacional
mostraram que a formacdo do complexo proteina-corante ndo ocorre como mostrado na Figura
39.

55



Figura 39. Curva utilizando o papel como uma plataforma reacional
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Fonte: O autor

Isso se deve ao fato de que os volumes utilizados quando a reac@o ocorre no papel séo
muito pequenos o0 que implica em uma baixa massa de proteina adicionada e como a
complexacéo do corante ocorre por interacOes eletrostaticas com a proteina, ndo havera proteina
suficiente para que a reacao ocorra de maneira satisfatoria. Além disso pode ocorre a interacdo
do corante com a celulose.

Com isso foi decidido partir para a estratégia utilizando o fotdmetro miniaturizado, uma
vez que 0 mesmo apresenta uma maior sensibilidade e uma certa portabilidade. A utilizagdo do
papel apenas para realizacdo de spot tests ndo possui um apelo significativo com isso uma

alternativa proposta foi a utilizacdo de um fotbmetro miniaturizado.

4.5.  Estudo do LED utilizado com fotdmetro miniaturizado

Para a utilizacdo do fotdmetro é necessario selecionar qual o LED que se adequa melhor
ao maximo de absorbéancia para o complexo formado entre a proteina e o corante CBB. Esse
procedimento é essencial para que a lei de Lambert-beer seja obedecida e a relacdo entre
absorbancia e concentracdo seja linear. Uma escolha inadequada do LED pode causar desvios
na linearidade. Para isso, a curva analitica foi construida utilizando o LED laranja com
comprimento de onda entre 605 e 620 nm, e o LED vermelho com comprimento de onda entre
621 e 700 nm.
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45.1. LED vermelho
A Figura 40 a seguir mostra o LED vermelho utilizado nesta etapa e a Figura 41 exibe

o fotdmetro com o LED instalado.

Figura 40. LED Vermelho.

Fonte: O Autor

Figura 41. Fotdmetro com LED Vermelho.

Fonte: O Autor

A Figura 42 mostra a curva analitica, expressa pela Equacdo (11), utilizando o LED

vermelho, sendo seu coeficiente de correlagio R?=0,99734.

y = 0,03621x + 0,04917 (11)
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Figura 42. Curva de calibragéo obtida utilizando o LED vermelho.
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4.5.2. LED laranja
A Figura 43 a seguir mostra o LED laranja utilizado nesta etapa e a Figura 44 exibe o

fotbmetro com o LED instalado.
Figura 43. LED Laranja.

Fonte: O Autor
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Figura 44. Circuito LED Laranja.

Fonte: O Autor

Figura 45 mostra a curva analitica, expressa pela Equacdo (12), obtida utilizando o LED

laranja, sendo seu coeficiente de correlagdo R?=0,97083.

y = 0,05171x + 0,10306 (12)

Figura 45. Curva de calibracdo obtida utilizando o LED laranja.
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Fonte: O Autor
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4.5.3. LED laranja x LED vermelho
Na Tabela 2 € possivel verificar a comparacao dos parametros analiticos obtidos para 0s
dois LEDs.

Tabela 2. Comparacéo entre o LED laranja e o LED vermelho

Parametros Analiticos LED Laranja LED Vermelho
Coeficiente de Correlacdo Linear 0,97083 0,99734
Coeficiente Angular 0,05171 0,03621
Limite de Detec¢éo 0,03 g/L 1,54 g/L
Sinal do Branco 0,01 0,085

Fonte: O Autor
A partir dos dados observados, € possivel perceber que o LED laranja apresentou o
melhor comportamento, ja que esse obteve uma sensibilidade maior e um menor limite de
deteccdo. Além disso, é possivel perceber que o sinal do branco para o LED laranja est& dentro
da faixa de ruido do fotbmetro miniaturizado que vai de 0 até 0,03.
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S. AVALIACAO DA AMOSTRA

5.1. Preparo da Amostra

O método proposto foi aplicado em uma amostra de whey protein que foi preparada da
seguinte maneira: pesou-se 0,0795 g da amostra e foi colocado em um baldo volumétrico de
100 mL completando até o menisco com &gua deionizada, com isso tem se uma solucédo de 0,5
g L de proteinas. Segundo o rétulo do whey protein utilizado, uma porgdo de 35 g contém 22
g de proteina, a partir disso os calculos foram feitos para saber quantas gramas de whey eram
necessarios para preparar a solucdo de 0,5 g L.

A solucgdo de 0,5 g L™* foi filtrada duas vezes para retirar os materiais particulados
presente em solucdo, a fim de minimizar qualquer interferéncia para as medidas realizadas
utilizando o fotbmetro, ja que a presenca de matérias particulados pode aumentar a dispersao

da luz na amostra, causando um aumento indesejado no valor de absorbancia.

5.2.  Leitura da Amostra

A leitura foi realizada em triplicata e os resultados estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados obtidos aplicando o método proposto em amostras de Whey Protein

Amostra Abs
X1 0,13
X2 0,13
X3 0,13

Fonte: O Autor
Utilizando a Equacgdo (12) obtida através da curva de calibracdo do LED laranja é

possivel calcular os valores de concentracdo. Portanto, para o ponto Xi, tem-se que,

0,13 =0,05171x + 0,10306 (13)

Isolando x na Equagdo (13), obtém-se 0,5105 g L™ como valor de concentragéo.

Aplicando 0 mesmo raciocinio para 0s outros pontos é possivel obter um valor médio
de 0,5105 g/L com um erro relativo de

~0,5105-0,5

, o E = 0,021 x 100 = 2,1% (14)
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5.2.1. Ensaio de Adicédo e Recuperacéao

Para avaliar se os resultados obtidos estdo realmente relacionados a presenca de
proteinas na amostra, o ensaio de adi¢do e recuperacédo foi realizado dopando a amostra com
duas concentracdes diferente 0,5 e 0,7 g L. Esta dopagem foi feita da seguinte maneira: foi
pesada a massa de proteina necessaria para se obter a concentracdo de dopagem desejada em 4
mL de amostra e depois a leitura foi realizada utilizando o fotdmetro miniaturizado. A Tabela

4 exibe os resultados obtidos.

Tabela 4. Resultados obtidos no ensaio de adi¢éo e recuperagdo

Concentracao dopada Sinal
0,5 0,16
0,7 0,17

Fonte: O Autor
Para o célculo da concentracdo basta seguir 0s passos do topico anterior. Os resultados
podem ser vistos na Tabela 5.

Tabela 5. Fator de recuperacéao

Concentracéo dopada(g L) Concentracéo obtida(g L) Recuperacao (%)
0,5 1,10 110
0,7 1,29 107,5

Fonte: O Autor

5.3. Caracteristicas Analiticas

Ap0s todos os estudos realizados foi possivel obter os seguintes parametros que estdo

dispostos na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros obtidos

Parametros Analiticos

Equacdo da Curva y =0,05171 + 0,10306
Limite de Detecgéo 0,033 g/L
Limite de Quantificacédo 0,1¢g/L
Coeficiente de Variagéo 12,2%
Erro relativo 2,1%
Recuperacéo 107,5e 110 %

Fonte: O Autor

62



6. CURVA ANALITICA CASEINA

Foi avaliado a aplicacdo do CBB para a quantificagdo de caseina, uma vez que é a
proteina majoritaria presente no leite, como mostra a Tabela 1. Os ensaios foram realizados
com um padrido de a-caseina, que € caseina em maior concentracdo no leite, para preparar a
curva de calibragio entre 0 e 30 g L™, a massa de caseina foi adicionada a um baldo de 100 mL
e solubilizada utilizando uma solucdo de fosfato de célcio dibasico, uma vez que a caseina é
uma proteina fosfatada. Foi adicionado um volume que equivale a 88% da massa de a-caseina
que seré utilizada e o volume é completado até o menisco com agua deionizada

O suporte utilizado para obtencdo das imagens esta representado na Figura 46. Além
disso na Figura 47 é possivel observar a imagem obtida de um dos pontos da curva de calibragédo

Figura 46. Suporte para obtengéo das imagens utilizando smartphone.
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Fonte: O Autor

Figura 47. Imagem obtida para a concentracdo de 20 g L.

Fonte: O Autor
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Para trabalhar com a caseina foi necessario preparar o reagente CBB em uma
concentracdo 4 vezes maior pois a condicdo utilizada para a albumina ndo proporcionou

resultados reprodutiveis. A curva analitica obtida esta representada na Figura 48.

Figura 48. Curva analitica obtida para a Caseina.

175

150

125

RGB(R)

100

75

50 T T T T T

Concentracéo de Caseina (g L™)
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Para melhorar a curva obtida, a faixa linear foi limitada de 5 a 20 g L™ e além disso foi
aplicado a Equacéo (4).
A curva representada na Figura 49 possui as correcdes citadas aplicadas e é expressa

pela Equagdo (15) a seguir, com coeficiente de correlagio linear R?= 0,95966.
y =0,01263x + 0,36575 (15)

Alem da avaliacéo da curva utilizando smartphone, esse mesmo estudo foi realizado
utilizando o fotdmetro miniaturizado. A curva obtida esta representada na Figura 50 e é
expressa pela Equacéo (16) a seguir, com coeficiente de correlagdo linear R?= 0,9992. Para a

caseina, o LED escolhido também foi o laranja.

y = 0,0272x + 0,14676 (16)
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Figura 49. Curva analitica obtida para caseina ap6s aplicagéo das correcdes citadas.

0,60 .
y=0,3657 + 0,01263x
R2= 0,596
0,55
0,50
0,45 -
]
0:40 ! ! ! !
5 10 15 20
Concentragéo de Caseina (g L™)
Fonte: O Autor
Figura 50. Curva Analitica Obtida aplicando o fotdmetro miniaturizado
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Apos a realizacdo dos estudos é possivel concluir que o método proposto € valido para
quantificacdo de proteinas em whey protein. O presente trabalho tem como vantagem a
utilizacdo de pequenas quantidades de reagente, a possibilidade de realizar analises in situ, uma
vez que o fotbmetro portéatil pode ser ligado a uma bateria de 9 volts ao invés de se utilizar uma
fonte de tensdo de bancada e além disso fica claro que a miniaturizacdo e utilizacdo de
impressdes 3D esta se tornando um peca fundamental para o desenvolvimento de trabalhos na
area de instrumentacdo analitica, uma vez que possibilita 0 desenvolvimento de métodos de
baixo custo e que permitem a realizacdo de analises in-situ. Foi possivel também, a aplicacao
da mesma reacdo em dispositivos de papel. No entanto, era necessario a realizacdo da reacao
antes da adicéo no papel, o que ndo torna a estratégia muito atraente.

E a proxima etapa é aplicar o método proposto em um maior conjunto de amostras, e
comparar com a metodologia padrédo, além disso as otimizacgdes para se trabalhar com a caseina
serdo realizadas, uma vez que é necessario realizar o estudo espectrofotométrico e avaliar as

proporcdes para reacio entre a caseina e o corante
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