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AN INEXPENSIVE FLOW PHOTOMETER FOR CLINICAL ANALYSIS BASED ON A
BICOLOUR LIGHT EMITTING DIODE. The construction and evaluation of an inexpensive flow
photometer for clinical analysis, using a bicolour LED and a phototransistor adapted for tubular
flow cell, are described. The instrument presents some new features such as: automatic zero, elec-
tronic calibration and peak-hold signal. When compared with a classical photometer, it is simpler
and has the advantages of a flow analysis system: lower volumes of reagents and samples, lower
levels of contamination, shorter time for analysis and lower analysis costs. The instrument was
used in the determination of the constituents in blood samples. The results obtained agree with
those obtained by a classical photometer and the precision was better.

Keywords: flow photometer; light emitting diode; clinical analysis.

INTRODUCAO

Um grande niimero de andlises quimicas realizadas no mun-
do empregam a fotometria de absor¢do molecular na regifio do
visivel, sendo corrente o uso de fotdmetros(ou fotocolorimetros)
que utilizam como fonte de radiagdo visivel uma lampada de
tungsténio, e para selecionar a radiacio analitica de interesse
eles empregam filtros e lentes 6ticas. Tem sido mostrado na
literatura'*! que a utilizagdo de um LED (“light emitting
diode”) como fonte de radiacfo visivel, além de dispensar o
emprego de lampadas de tungsténio, filtros e lentes Gticas,
permite construir fotdmetros simples, baratos, durdveis e de
pequeno volume.

O espectro de emissdo da maioria dos LEDs na regifio visi-
vel apresenta normalmente larguras de bandas menores do que
+20nm que sdo compardveis aos melhores filtros Gticos, que
apresenta largura de banda de £10 a +30nm®*3!. A intensidade
da luz emitida por um LED ¢ cerca de 5 vezes maior do que a
intensidade de um feixe proveniente da fenda de saida de um
monocromador®?'. O tempo de vida itil de trabalho continuo
para um LED ¢é tipicamente de 50.000 horas (variando entre
20.000 a 100.000 horas), enquanto que para uma lampada de
tungsténio ¢ de 1000-2000 horas”?!. A colocagio do LED di-
retamente na célula fotométrica permite superar problemas de
colimagio, focagem e alinhamento do feixe de luz, e isso é de
interesse especial quando se trabalha com constituinte na faixa
de micro ou tragos, empregando longos caminhos 6ticos?. Ou-
tras vantagens dos LEDs sdo o baixo consumo de energia e a
alta estabilidade, o que dispensa a necessidade de circuitos
eletrdnicos caros e especiais para controlar a fonte de radiagdo.
A alta estabilidade dos LEDs tem permitido atin7gir desvios
padriio nas medidas de absorbéncia de até 7,5 x 10”7 3!, Portan-
to, os LEDs sdo fontes de radiagdo bastante adequadas para a
construgio de fotdmetros usados nas andlises por absorgdo
molecular na regido visivel.

Dasgupta et al*!, em uma excelente revisdo, descrevem em
detalhes, os diferentes fotdmetros a base de LED, com respeito
a construgdo, os circuitos eletronicos, os desenhos das celas de
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detecgdo, a performance e o custo destes instrumentos. Além
do mais, eles discutem sucintamente as caracteristicas dos
LEDs e dos detectores disponiveis comercialmente.

Embora sejam conhecidos LEDs que emitem radiagGes em
todas as regides do visfvel’!, nao sdo encontrados comercial-
mente LEDs que emitem simultaneamente em mais de duas
regides. Um dos LEDs bicolores mais comum € aquele que
emite na regido verde e na vermelha. Todavia, o nimero li-
mitado de LEDs multiemissor ndo é um sério problema pois,
devido ao grande nimero de métodos fotométricos existentes
para uma mesma espécie quimica, € possivel encontrar um
procedimento adequado que permita que sejam feitas andlises
nas re%i()es verdes e vermelha. Por exemplo, a literatura re-
gistra®***, que quase todas as anilises fotométricas dos cons-
tituintes de soro ou plasma sangiiineo podem ser realizadas
usando ou filtro verde (ou LED verde) ou filtro vermelho (ou
LED vermelho).

Apesar das inimeras referéncias que tém surgido na lite-
ratura®! acerca da construcdo de fotocolorimetros baseados em
LED como elemento emissor, na sua maioria, eles apresentam
alguns problemas operacionais que reduzem a facilidade da sua
utilizagdo em sistemas analiticos, principalmente devido a ndo
incorporarem as possibilidades de zeragem automdtica rdpida e
estdvel, calibragio eletrOnica, que dispensa o uso freqiiente de
solucdes padrio e detecgdo de sinal de pico, que descarta o uso
de um registrador potenciométrico em técnicas de andlise por
injecdo em fluxo. Além do mais, normalmente eles ndo sdo
adequados a andlise em fluxo. Incorporando todas essas carac-
teristicas, desenvolveu-se, neste trabalho, um fotdmetro a base
de um LED bicolor (verde e vermelho) e um fototransistor,
adaptados a uma cela de fluxo tubular®®, A performance deste
fotocolorimetro foi avaliada realizando dosagens clinicas
(colesterol, uréia, glicose, etc.) em soro ou plasma sangiiineo.

EXPERIMENTAL

Reagentes, Solu¢oes Padrio e Amostras

Nos testes preliminares para verifica¢fio da linearidade do
fotdmetro desenvolvido, foram empregadas solugdes de
KMnOy4 e de CuSO4.5H,0. As solugdes padrio empregadas
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toram preparadas por diluicGes adequadas de suas solugdes
estoques (0,100M de KMnO, e 1,00M de CuSO,4.5H,0).

Os reagentes e as solugdes padrdo utilizadas nas determina-
¢Oes de protefnas totais, albumina, colesterol, uréia, hemoglo-
bina, dcido Urico e glicose foram adquiridos em forma de kits
da empresa BIOCLIN®?, A preparagio dos reagentes foi reali-
zada conforme procedimento descrito no manual de instrugdes
fornecido pela BIOCLIN™,

As amostras de soro e plasma sangiifneo foram fornecidas
pelo Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universita-
rio da Universidade Federal da Paraiba e foram analisadas sem
qualquer tratamento prévio.

Materiais e Equipamentos

Para efetuar um estudo comparativo do fotdmetro de fluxo
foi utilizado um fotdmetro cldssico da marca Procyon, modelo
C-27. As medidas com este instrumento foram realizadas usan-
do cubetas cilindricas de vidro.

Todos os componentes eletrénicos utilizados na construgéo
do fotdmetro de fluxo foram adquiridos no comércio local.

Cela de Detecgio

A cela de detecg@o, mostrada na figura 1, foi construida em
um bloco retangular opaco de baquelite, ao qual se fez passar
um tubo de vidro com didmetro interno de 2mm e 25mm de
comprimento. O LED e o fototransistor foram colocados fron-
tais um ao outro e perpendiculares ao tubo de vidro. A cela
possui um volume morto de cerca de 100 microlitros.

Construgao do Fotometro de Fluxo

O circuito eletronico global do fotocolorimetro de fluxo, mos-
trado na figura 2, pode ser desdobrado nas seguintes malhas:

FOTOCOLORTNETRO

Figura 1. Sistema de andlise com o fotometro de fluxo.

fonte de radiagdo, detector, ganho, zero automdtico, retentor
de pico, displays e fonte de alimentagdo. A pinagem dos cir-
cuitos integrados (CI) e os valores dos componentes discretos
sdo mostrados no Apéndice.

A malha da fonte de radiacdo é formada pelas chaves
CLD(LED), CF, CR e CG, pelas resisténcias R1 a R9 e pelos
LEDs monocolor LM e bicolor LB. LM ¢ usado para sinalizar
quando o instrumento é ligado. LB é usado como fonte de
radiagdo visivel: verde (com comprimento de onda méximo,
Amax> @ 560nm e largura a meia altura da banda emitida, w,,
de + 15nm)* ou vermelha (com Amy a 630nm e w; de *
8nm)*'. A radiagio emitida por LB é selecionada usando a
chave CR. As resisténcias R1 a R4 tém a fungdo de limitar a
corrente sobre os LEDs. A responsividade do detector e a in-
tensidade da radiagdo emitida por LB na regifio verde sio
menores do que na regido vermelha. Para permitir que o sinal
produzido em ambas regides fosse de mesma grandeza foi co-
locado o resistor R5. As resisténcias R6 a R9, selecionadas
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dependendo da posigdo da chave CG, siio usadas para selecio-
nar o ganho do fotdmetro de fluxo.

A malha do detector é formada pelo fototransistor FT, pelo
amplificador operacional A1 (CI 3140), pelo capacitor C1, pelo
trimpot TP1 e pelas resisténcias R10 e R11. A radiagio ao
incidir sobre a superficie fotossensivel do FT faz drenar uma
corrente que é amplificada pelo Al. TP1 polariza o circuito do
detector de modo que, nas condi¢des de iluminagdo normal, a
saida de A1 esteja dentro do limite de controle da rampa digi-
tal gerada na malha do zero automdtico. C1 € usado para fil-
trar ruidos de alta freqiiéncia.

A malha de ganho é formada por um dos amplificadores
operacionais (A2b) do CI 747, pelas resisténcias R12 a R18,
pelo potencidmetro de ganho PG, pelo capacitor C2 e pela
chave de ganho CG. Dependendo da posi¢ido do potencidmetro
PG e da chave CG ¢ possivel se obter ganhos de tensio de |
a 8 vezes do valor proveniente da malha do detector. Na am-
plificagdo, os ruidos de alta frequéncia sdo filtrados, devido a
colocagdo do capacitor C2. As resisténcias R12 e R13 sdo
resisténcias que formam um somador de corrente na entrada do
amplificador operacional A2b.

A malha de zero automdtico € constituida de outras quatro
sub-malhas: conversor (D/A), clock 1, flip-flop RS e compara-
dor. A sub-malha do conversor D/A é formada pelo contador
CO1 (CI 4040B), uma associag¢io de resisténcias em escada R-
2R (R19 a R54) e um bufter, formado com o segundo amplifi-
cador operacional (A2a) do CI 747. A sub-malha do clock 1 é
formada por duas portas NAND(a e b) do CI 4011, pelo
capacitor C3 e pelas resisténcias R55 ¢ R56. A sub-malha do
flip-flop RS foi construida usando as outras duas portas NAND
(c e d) do mesmo CI 4011. A sub-malha do comparador é for-
mado pelo amplificador operacional A3 (CI 741), o trimpot TP2
de ajuste de offset do A3 e o diodo D1 e a resisténcia R57,
usados para protecdo do flip-flop RS. A malha de zero autom4-
tico conta ainda com o transistor T1 (BC548), a chave de
zeragem automitica CZ, as resisténcias R58 a R60, utilizados
para controle do flip-flop RS, e o diodo D2, usado para impedir
a zeragem do contador CO1 (CI 4040B), quando do acionamento
da chave CL, durante uma leitura do retentor de pico.

A malha do retentor de pico € constituida de outras quatro
sub-malhas: conversor D/A, clock 2, comparador e corregio de
drift do instrumento. A sub-malha do conversor D/A € formada
pelo contador CO2 (CI 4040B) e uma associagio de resistén-
cias em escada R-2R (R61 a R96). A sub-malha do clock 2 é
formado por duas portas inversoras (a ¢ b) do CI 4049, as
resisténcias R97 ¢ R98 e o capacitor C4. A sub-malha do com-
parador é formada por um dos amplificadores operacionais
(Ada) do CI 747, pelas resisténcias R99 e R100 e pelo trimpot
TP3, usado para ajuste de “offset” do amplificador operacional
Ada. A malha de corregdio de drift do instrumento é formada
pelo segundo amplificador operacional (Adb) do CI 747, pelas
resisténcias R101 a R103, pelo capacitor C5 e pelo potencio-
metro PB. A malha do retentor de pico conta ainda com as
resisténcias R104 e R105, o diodo D3, que permite a zeragem
do contador CO2 (CI 4040B) apenas quando a chave de leitu-
ra CL estiver aberta, o capacitor C6, usado para eliminar rufdo
na entrada do comparador Ada, o diodo D4 e a resisténcia
R106, usados para protec¢do do clock 2.

A malha dos display é composta de um conversor A/D (CI
3162) para sistemas de leituras em trés digitos, um decodifica-
dor (CI 4511B) de BCD para sete segmentos € trés displays
Icotron-111. Os transistores, a chave de ponto decimal CD, os
resistores e os capacitores foram colocados segundo as especifi-
cacOes do fabricante dos circuitos integrados. Esta malha neces-
sita apenas de uma alimentagio de +5V e permite leituras de
-99mV a +999mV correspondendo a valores numéricos de -99 a
999. Esta malha conta ainda com um potenciémetro de leitura
PL, usado para ajustar nos displays um valor qualquer desejado.

A malha da fonte de alimentagdo foi construida para fornecer
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tensdes de 49,4V, -9,4V, +5V e -5V, sendo as duas primeiras
usadas para alimentar os circuitos integrados CI 747 e as duas
ultimas usadas para alimentar o restante de todo o circuito. As
tensdes +5 ¢ -5V foram reguladas usando os CIs 7805 ¢ 7905,
enquanto as tensdes +9,4 e -9,4V foram reguladas usando tran-
sistores BC338. Foram também incluidos nesta malha filtros
capacitivos e indutivos. A utiliza¢fio de dois reguladores 7805
deveu-se a nossa opgdo de usar, para alimentar o conversor A/
D 3162 da malha dos displays, uma alimentag¢io independente
da alimentacdio do restante do circuito. Ele foi colocado na
mesma placa, junto ao ‘A/D 3162, para descartar qualquer pos-
sibilidade de haver algum tipo de oscilagdo na leitura, como é
muito comum neste tipo de montagem. Para nio ter essa pre-
ocupagio, para economizar tempo durante a montagem do cir-
cuito e devido ao baixo custo do 7805, resolvemos usar mais
um deste CL

FUNCIONAMENTO DO FOTOMETRO DE FLUXO
Zeragem Automaitica

Inicialmente, coloca-se o branco no caminho ético, pressio-
na-se solta-se a chave CZ. Os contadores CO1 ¢ CO2 sio
zerados pelo fornecimento de um nivel 16gico alto (+5V) as suas
entradas de RESET. Ao mesmo tempo, o transistor T1 é levado
a saturagdio, fornecendo um nivel l6gico baixo (-5V) a entrada
de SET do flip-flop RS. Como a entrada de RESET do flip-flop
RS se encontra em um nivel 16gico alto, porque a tensdo nega-
tiva fornecida pela malha de ganho leva o comparador A3 da
malha de zero automdtico a gerar um nivel I6gico alto, o flip-
flop RS gera em sua safda um nivel 16gico alto, acionando o
clock 1. Uma rampa de tensdo, com resolugdo de 2,44mV mas,
reduzida para 0,244mV pelo divisor de tensido formado pelas
resisténcia R12 e R13, € gerada pelo contador CO1, até se igua-
lar ao sinal proveniente da comparador A1 da malha do detector.
A partir de entdo, o comparador A3 envia um nivel baixo a
entrada do RESET do flip-flop RS, desativando o clock 1. O
sinal do contador CQ2, que continua em zero, é enviado através
do amplificador A4b ao circuito dos displays e, apds conversio
analégica para digital, um valor zero € apresentado nos displays
do fotdmetro de fluxo. Se por acaso aparecer um pequeno sinal
de ruido, flutuagio ou até mesmo um drift térmico apés longo
tempo de uso, um ajuste tino do zero pode ser obtido utilizando-
se o potencidmetro PB.

Leitura de uma Solu¢do Absorvente(Leitura do Retentor
de Pico)

Inicialmente, coloca-se a solugfio absorvente na cela de
deteccdo, pressiona-se e solta-se a chave CL. As saidas do con-
tador CO2 e a entrada ndo inversora do comparador Ada da
malha do retentor de pico sdo zerados pelo fornecimento de um
nivel 16gico alto (+5V) a entrada de RESET do CO2. Como um
sinal positivo, proveniente da malha de ganho, é gerado na en-
trada inversora do comparador A4a, um nivel légico baixo €&
produzido na sua safida. Com isso o clock 2 é ativado, dando
inicio a formagdo de uma rampa de tensdo (com resolugio de
0,25mV) no contador CO2. Quando a rampa de tensfo se iguala
a tens@o de entrada da malha de ganho, o comparador A4a gera
um sinal alto na entrada do clock 2, desativando-o. O sinal
analégico da safda do contador CO2 ¢ digitalizado na malha dos
displays e apresentado nos displays do fotdmetro de fluxo.

Procedimentos Analiticos

Todas as determinagdes foram realizadas usando metodolo-
gias analiticas j4 bem estabelecidas®** e descritas no manual
de instrugdes fornecido pela BIOCLIN®2, Na tabela | é mostra-
do um quadro das metodologias utilizadas na determinagiio das
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Tabela 1. Métodos usados nas dosagens clinicas e as regides do visivel em que foram realizadas as medidas com fotdmetro

de fluxo e com cldssico.

Regides do Visivel

Anidlises Métodos Fotdmetro
Classico(Filtro) de Fluxo(LED)
Proteinas Totais Biureto verde(Anx=530nm) verde(Apnx=560nm)
Albumina Verde de vermelho(An,=630nm) vermelho(An;x=630nm)
Bromocresol
Colesterol Liebermann- verde(Ansx=530nm) verde(Amix=560nm)
Buchard
Uréia diacetilmonoxima- verde(Anix=530nm) verde(Anx=560nm)
tiossemicarbazida
ferricianeto- verde(Amix=530nm) verde(A,=560nm)

Hemoglobina

) cianeto de potéssio

Acido Urico fosfotungstato de
sédio

Glicose o-toluidina

vermelho(Anx=630nm) vermelho(Ay,1,=630nm)

vermelho(Anx=630nm) vermelho(A,4x=630nm)

diferentes espécies analisadas e qual a regido do visivel em
que foram realizadas as medidas com fotdmetro de fluxo ¢
com fotdmetro cldssico.

Medidas com o Fotometro Classico

As medidas com o fotdmetro cldssico foram realizadas de
acordo com as seguintes etapas: apés selegdo do filtro 6tico
(verde ou vermelho) e de se esperar um tempo (cerca de 15
minutos) para estabilizagao eletronica, o 0% de transmiténcia é
ajustado acionando o interruptor do feixe dtico e o 100% ¢é
ajustado enchendo a cubeta com o branco e colocando-a no
caminho é6tico. Enche-se a cubeta com a solugio padrio e
mede-se a sua transmitincia. Depois, para cada amostra, en-
che-se a cubeta € mede-se as suas transmitincias. Apés calcu-
lar as absorbincias para a solug¢do padrio e¢ para as amostras,
usando a expressdo A = 2 - logTy, a concentragdo de cada
amostra, Ca, é calculada pela equagdo: Ca=F.Aa; onde, F € a
relacdo Cp/Ap, conhecida comumente como fator de calibra-
¢do, Aa ¢ Ap sdo as absorbincias da amostra e da solugio
padrdo e Cp € a concentragdo conhecida da solugdo padrio.

Medidas com Fotéometro de Fluxo sem Calibracio Eletronica

As medidas com o fotdmetro de fluxo foram realizadas de
acordo com as seguintes etapas: apds selecionar, usando a cha-
ve CR, a radiag@io (verde ou vermelha) a ser emitida pelo LED
bicolor e esperar um tempo (cerca de 15 minutos) para estabi-
lizacdo eletrénica, o branco é aspirado para encher a cela de
detecg¢do. O enchimento da cela é feito sobre a a¢fio de uma
trompa de vdcuo (Fig. 1), quando o tubo capilar é mergulhado
no recipiente contendo o branco e o orificio do interruptor de
aspiragdo do fluido (Fig. 1) é tampado com o dedo. Com o
branco no caminho 6tico, faz-se a zeragem automaética do ins-
trumento pressionando (fechando) e soltando(abrindo) a chave
de zero CZ. Enche-se a cela de fluxo com a solugdo padrio,
pressiona-se(abre-se) e solta-se (fecha-se) a chave de leitura
CL. Um valor qualquer, entre 0 e 999, aparecerd nos displays
do fotocolorimetro de tluxo. Utilizando o poténciometro de
leitura PL e a chave CG, esse sinal é ajustado ao valor conhe-
cido da concentragéio da solugdo padrdo. Este valor pode ser,
por exemplo, 3,8 (em unidade g/dl) para solugdo padrdo de
albumina, 100 (em unidade de g/dl) para glicose, 200 (em
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unidade g/dl) para colesterol, etc., que sdo os valores das con-
centracdes das solugdes padrdo, normalmente usadas nestas
andlises. Coloca-se a amostra no caminho Gtico e, apds pressi-
onar e soltar a chave CL, o valor da concentragio do analito
aparecerd diretamente nos displays.

Medidas com Fotometro de Fluxo Usando Calibragio Eletronica

Em laboratdrios de andlises clinicas usando um fotémetro
convencional, dois procedimentos de calibragdo sdo normal-
mente utilizados em rotina.

1- Inicialmente, é feito o ajuste de 0 e100% de transmitincia
do instrumento e, apds a realizacfio da marcha analitica, €
medida a absorbincia de uma solugdo padrio e o seu valor
¢ anotado e guardado. Mede-se as absorbancias das amos-
tras e usando o valor anotado da absorbancia da solucdo
padrio, medida anteriormente, sdo calculadas as concentra-
¢des das amostra, multiplicando os valores de suas absor-
béancias pelo parimetro fator. Ao reiniciar uma nova andli-
se, apos o aparelho ter sido desligado, € feito o ajuste de O
e 100% e, ap6és a marcha analitica, ¢ medida apenas as
absorbéncias das amostras e a concentragio de cada amos-
tra € calculada multiplicando o pardmetro fator pelo valor
de sua absorbancia. Assim, este procedimento ndo utiliza
uma solug@o padrdo, ao reiniciar uma nova andlise. Entre-
tanto, para cada amostra, o valor da sua concentra¢do ne-
cessita ser calculado a posteriori.

2- Inicialmente, é feito o ajuste de 0 e100% de transmitancia
do instrumento e, apés a marcha analitica, a solugdo pa-
drdo é colocada no caminho 6tico e um valor qualquer é
apresentado nos displays. Usando o botfo de calibracio,
faz-se aparecer nos displays o valor conhecido da concen-
tragdo da solugdo padrédo. A solucgdo padrio é trocada pela
amostra ¢ o valor da concentracéio € apresentado direta-
mente nos displays. Ao reiniciar uma nova anilise, apés o
aparelho ter sido desligado, todo este procedimento preci-
sa ser novamente repetido, pois niio é possivel definir exa-
tamente a posi¢do do botdo de calibragdo, sem usar uma
solu¢do padrdo, mesmo utilizando uma marca no painel
do instrumento. Assim, este procedimento dispensa a ne-
cessidade de cdlculos a posteriori; entretanto, ele sempre
exige a utiliza¢do de uma solugdo padrdo, ao reiniciar uma
nova andlise.
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A calibragiio eletronica aqui proposta incorpora as vanta-
gens desses dois procedimentos, ou seja, ndo precisa de cdlcu-
los posteriores para fornecer a concentracdo da amostra e dis-
pensa o uso de uma solugio padrio para encontrar diretamente
nos displays a concentragdo da amostra.

Para a andlise por calibragdo eletronica € necessdrio o co-
nhecimento, a priori, do valor do parimetro fator e a posicdo
da chave CG.

Obtencido do Parametro Fator

Apés selecionar a radiagdo analitica emitida pelo LED, es-
perar a estabilizag@o eletrénica e fazer a zeragem automdtica,
enche-se a cela de detecgio com solucdo padrio e depois pres-
siona-se e solta-se a chave CL. Um valor qualquer, entre 0 e
999, é apresentado nos displays. Utilizando o poténciometro
de leitura PL ¢ a chave CG, esse sinal é ajustado ao valor da
concentragdo conhecida da solugdo padrdo. Feito este ajuste,
faz-se uma nova zeragem automdtica com o branco. Até este
momento, a chave CF estd fechada. Ao abri-la, serd simulado
um decréscimo de transmitincia. Este decréscimo dard uma
determinada leitura nos displays que estd associada a uma de-
terminada posi¢do das chaves CG e PL. O valor desta leitura
¢ denominado de parimetro fator e seu valor e a posigdo da
chave CG devem ser anotados e guardados para posteriores
andlises usando a calibragdo eletrénica.

Para cada solugdo padrdo utilizada em uma determinada
andlise clinica, tem-se um pardmetro fator diferente. Uma vez
conhecido o valor do pardmetro fator e a posi¢ao da chave CG
para este parametro fator, o aparelho pode ser desligado. Ao se
iniciar uma nova andlise, a calibragfo eletrénica pode ser rea-
lizada sem utilizar uma solu¢do padrdo.

Como pode ser verificado em uma anélise do circuito ele-
trénico, um aumento no ganho do sinal analitico, diminui o
valor do pardmetro fator e vice e versa. Portanto, é importante
que a selegdo da posi¢do da chave CG seja aquela que permita
um bom ganho de sinal analitico com um preciso valor do
pardmetro fator.

Calibracdo Eletronica

Apoés selecionar a radiagdo analitica emitida pelo LED
bicolor, a calibragdo eletrénica é feita zerando-se, inicialmen-
te, o fotocolorimetro com o branco no caminho 6dtico, a chave
CF fechada e a chave CG na posi¢do usada na determinagio
do pardmetro fator. Apés abrir a chave CF, faz-se aparecer nos
displays, utilizando o poténciometro de leitura PL, o valor
conhecido, a priori, do pardmetro fator. Fecha-se, entdo, a cha-
ve fator e esta feita a calibrago eletrdnica. A partir dai, quan-
do a amostra € colocada no caminho ético, o valor da concen-
tracdo do analito aparecerd diretamente nos displays.

Verifica-se, entéio, que as andlises por calibragio eletroni-
ca com fotdmetro de fluxo dispensam a necessidade de utili-
zagdo freqiiente de solucdes padrio e de célculos posteriores.
Entretanto, o uso de reagentes deteriorados, procedimento
analitico ndo adequado ou danos em componentes do fotéme-
tro de fluxo podem produzir erros durante a andlise por cali-
bracio eletrénica.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Avaliacdo da Faixa Linear do Sinal x Concentracio do
Fotometro de Fluxo

Para avaliar a faixa linear do sinal x concentra¢do para o
fotocolorimetro de fluxo foram construidas curvas de calibra-
¢io usando solugdes padrio de KMnQ, (na faixa de 1,0 a 30,0
mMolar) e de CuS0O4.5H;0 (na faixa 20 a 300 mMolar). O
KMnO;, foi escolhido de modo a se fazer medidas usando a
emissdo verde do LED bicolor, pois essa espécie absorve mais
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fortemente nesta regido do visivel. O CuSQ04.5H,0 foi esco-
lhido de modo a se fazer medidas usando a emissdao vermelha
do LED bicolor, pois é nessa regido que esta espécie absorve
mais fortemente.

Para fins de comparagio, foram também construidas curvas
de calibragio usando um fotocolorimetro cldssico (Procyon C-
27) e as mesmas solugdes de KMnOy4 e de CuSQO4.5H,0.

Verificou-se nas curvas de calibragdo que a faixa linear para
o fotdmetro de fluxo é semelhante ao fotocolorimetro cléssico.
Ambos os instrumentos comegam a apresentar desvios de
linearidade a partir dos mesmos valores de concentragdo, ou
seja, 15mM para 0 KMnOy4 e 120mM para o CuSO4.H,0. Os
coeficientes de correlagfo para regifo linear (0,0 a 15mM para
o KMnOQOy e 0,0 a 120mM para CuS0O,.H,0) foram de 0,9998
e 0,9991 para as medidas no fotdmetro cldssico e de 0,9995 ¢
0,9998 para as medidas no fotdmetro de tluxo.

Sinal Medido pelo Fotometro de Fluxo versus
a Concentraciio

O sinal, S, apresentado nos displays do fotocelorimetro de
fluxo, como pode ser verificado no circuito eletrénico global,
é sempre a diferenca (S=I,-I) entre o sinal transmitido pelo
branco (sinal I, da zeragem automdtica) ¢ o sinal transmitido
pela solucdo absorvente (sinal I), quando estas solu¢des sdo
colocadas no caminho ético.

Segundo a lei de Beer, a razdo entre o sinal do branco (I,)
e o sinal da solugdo absorvente (I), considerando que o detector
produz uma resposta linear com a intensidade da luz incidente
(R=kI), tem uma funcdo exponencial com a concentragfo, e a
absorbancia (-log dessa razdo) € que varia linearmente com a
concentragdo. Entretanto, levando em consideracdio que o toto-
colorimetro de fluxo utiliza uma cubeta cilindrica (um tubo) com
didmetro de cerca de 2,0mm (caminho ético “médio” é muito
menor) e que ele € sempre operado com sinais em alta
transmitancia (I muito préximo de 1,), pode-se verificar, a partir
do tratamento a seguir, que nestas condi¢Ges, tem-se um com-
portamento aproximadamente linear entre a diferenga dos sinais
(S) e a concentragio da solucdo absorvente (C).

Podemos escrever a partir da lei de Beer que:

A = -log I/1, = ebC )
ou seja,
I[=1,.10%¢ (2)

onde, € ¢ b sfo, respectivamente, a absortividade molar e o
caminho 6tico. A diferenca entre o sinal do branco (I,) e o
sinal da solugiio absorvente (I = I, . 10°°C ) ¢ dado por:

S=1,-I=1,-1,. 10%*
que da:
S=1, (1 - 10 3

Se, por exemplo, a nossa espécie absorvente é o0 KMnOy, o
produto €b “médio” (cubeta cilindrica de cerca de 2mm) para
o fotocolorimetro de tluxo, estimado por uma aproximagio
grosseira a partir das medidas realizadas com o fotocolorime-
tro convencional Procyon, € de cerca de 3,3 l.cm™'. mol™\. Com
base nesse valor de eb e considerando que I, é constante e
pode assumir um valor qualquer (1 ou 100, por exemplo), po-
demos construir, a partir da equagio (3), a tabela 2 para a
faixa de concentragio de KMnOy4 (0,0 a 15mM) em que o fo-
tocolorimetro de fluxo apresentou, experimentalmente, um com-
portamento linear. A curva de S x Concentraciio para os dados
da tabela 2 € mostrado na figura 3.

O coeficiente de correlagdo para curva S x Concentracfio foi
de 0,9999, enquanto que o coeficiente de correlagdo obtido a
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Tabela 2. Valores de S obtidos a partir da equagdo (3) para
diferentes concentragbes de KMnQ,, considerando o produto
&b igual 3,3cm™.mol.L

C(x10°M) ebc(x107%) S
1,0 3,3 0,76
2,0 6,6 1,5
4,0 13 3,0
6,0 20 4,5
8,0 27 6,0

10,0 33 7.4
12,5 472 9,2
15,0 50 11
.
®» 1]
Uo.tm U:AIE O.l;oﬁ 0.0‘3 0.; o.o‘n 0.0‘12 QC‘VN 0.0

OONCENTRAGAQ DE KMnOA4 (mM)

Figura 3. Curva tedrica § x concentragdo parda KMnOy.

partir das medidas experimentais no fotocolorimetro de fluxo,
para esta mesma faixa de concentragio de KMnOQy, foi de 0,9995.
Portanto, para valores de I muito préximos de I, tem-se que S
(o sinal medido pelo fotocolorimetro de fluxo) apresenta uma
relacdo aproximadamente linear com a concentragdo da espécie
absorvente. Devido este comportamento ndo foi usado um cir-
cuito logaritmico para obter o sinal em absorbancia, como ¢
feito normalmente nos fotocolorimetros comerciais.

Vale salientar que a lei de Beer s6 € rigorosamente linear
para radiagdes monocromadticas. Como nos fotocolorimetros clds-
sicos as radia¢des analiticas ndo sdo monocromadticas (largura da
banda passante de 10 a £30nm), ndo se obtém, normalmente,
uma relacdo rigorosamente linear da absorbancia com a con-
centracdo da espécie absorvente.

Anailises Clinicas Usando o Fotometro de Fluxo
e o0 Fotometro Classico

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade do fotémetro de
fluxo nos laboratérios de andlises clinicas, foram feitas as se-
guintes determinagdes usualmente realizadas em rotina: prote-
fnas totais, albumina, uréia, hemoglobina, dcido trico e glicose
em amostras de soro, plasma e sangue total. As mesmas amos-
tras foram também analisadas usando o fotdmetro cldssico e os
resultados obtidos em ambas determinagdes sdo apresentados
na tabela 3.

Verifica-se que os valores obtidos nas andlises com o ins-
trumento desenvolvido estdo em boa concordancia com os va-
lores obtidos nas andlises usando o instrumento cldssico. As
estimativas dos desvios padrdes relativos conjunta em cada
grupo de amostras foram sempre melhores para as andlises
realizadas usando o fotocolorimetro desenvolvido. Essa melhor
precisdo pode ser explicada pelo fato de que nas andlises com
o fotocolorimetro cldssico existe um significativa fonte de
imprecisio, relacionada com a retirada e a colocagio da cubeta
no caminho ético, durante as medidas. Esta fonte de impreci-
sdo ¢ evitada no fotdmetro desenvolvido, uma vez que a cela
de fluxo é mantida fixa e a troca de solugbes € realizada sim-
plesmente pelo bombeamento descontinuo durante o enchimen-
to da cela de fluxo.

142

Andlises Clinicas Usando o Fotémetro de Fluxo
com Calibracio Eletrénica

Foram feitas andlises de protefnas e albumina em soro
sangiiineo, usando calibragdo com a solugdo padrdo e a cali-
bragdo eletrdnica. A calibrac@o eletrénica foi realizada ap6s o
fotocolorimetro de fluxo ter sido desligado e os botdes de con-
trole (PL e CG) terem sido alterados. Os resultados obtidos
com os dois procedimentos sio mostrados na tabela 4. Verifi-
ca-se que os valores obtidos sdo bastantes concordantes € que
a precisdo é praticamente idéntica, 0 que vem comprovar a
validade da utilizacdo da calibragéio eletrdnica.

CONCLUSOES

O fotdmetro de fluxo € de simples construcdo e todos os
componentes usados na sua montagem podem ser encontrados
tacilmente no mercado nacional. A simplicidade do sistema
6tico, da cela de detecgdio e do circuito eletrdnico permite que
ele possa ser produzido a um custo muito mais barato do que
os fotocolorimetros cldssicos. Caracteristicas como a utilizago
da zeragem automadtica, do circuito retentor de pico e da cali-
bragdo eletronica, entre outras, nao tém sido encontradas nos
fotdmetros desenvolvidos até aqui.

O instrumento desenvolvido permite que as andlises sejam
realizadas com um menor consumo de reagentes e amostras do
que as andlises fotométricas realizadas com instrumentos €
procedimentos cldssicos. Isto ocorre porque para encher a cela
de fluxo necessita-se de apenas 0,1ml, enquanto uma cubeta
cldssica normalmente necessita de cerca de 2,5 a 5,0ml. Esta
caracteristica e junto com a utilizagdo da calibraciio eletrdnica,
que dispensa o uso freqiiente de solu¢des padrio, permite ba-
ratear significativamente o custo das andlises.

O sistema (interruptor e a sucgéo por trompa de vicuo) de
enchimento da cela detecgdo é de baixo custo, principalmente,
quando comparada com os sistemas em fluxo que utilizam
bomba peristaltica.

O fotocolorimetro de fluxo pode ser aplicado a maioria das
andlises clinicas fotométricas, uma vez que a maioria destas
andlises podem ser realizadas usando-se, ou a emissio verde
ou a emissiio vermelha do LED bicolor.

O fotdmetro de fluxo pode ser também utilizado em siste-
mas de andlise em fluxo (FIA ¢ CFA) e projetos de pesquisa
usando estas técnicas vém sendo realizados em nosso laboratd-
rio. Uma outra caracteristica do fotdmetro de fluxo é que ele
ndo necessita da utilizacdo de registradores potenciométricos
que sdo usualmente necessérios aos sistemas de andlise em flu-
x0. Além do mais, ele pode ser facilmente interfacedvel a um
microcomputador e projeto neste sentido vem também sendo
conduzido em nosso laboratério.

Em todas as andlises realizadas com o fotdmetro de fluxo,
os valores obtidos foram sempre concordantes com os valores
encontrados usando um fotocolorimetro cldssico. Por ndo ser
necessdria a retirada e colocagio de cubetas no caminho 6tico
durante as medidas, uma vez que a cela de detecgdo € mantida
fixa e é enchida pelo bombeamento descontinuo das solucbes
medidas, as andlises com o fotdmetro de fluxo produzem uma
maior velocidade analitica, um menor acesso as contaminagdes
e uma melhor precisio (desvio padrio relativo conjunto de
1,2% contra 2,1% para as andlises com fotdmetro cldssico).

APENDICE

Sdo listados, a seguir, os valores dos componentes eletronicos
discretos utilizados na construcio do fotocolorimetro de fluxo.

Trimpots: TP1-trimpot multivolta de 500kQ; TP2-trimpot
multivolta de 22kQ, TP3-trimpot multivolta 50kQ e TP4-
trimpot multivolta 10kQ.
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Tabela 3. Resultados das andlises de proteinas totais, albumina, uréia, hemoglobina, 4cido trico e glicose em amostras de soro,
plasma e sangue total, utilizando o fotdmetro de fluxo e o cldssico, com uma calibragdo convencional.

Resultados Obtidos*

Determinagdes Amostras Fotémetro Cldssico Fotémetro de Fluxo
PROTEINAS Al 6,8 (£ 0,7) 6,9 (+ 1,2)
TOTAIS(g/dl) A2 7,2 (£ 0,6) 7.4 (£ 0,7)
A3 6,8 (£ 0,7) 7,2 (£ 0,7)
A4 8,0 (x 1,4 8,2 (£ 0,7
A5 7,0 (£ 0,8) 73 (£ 0,7)
ALBUMINA Al 48 (£ 2,2) 4,9 (+ 0,8)
(g/dl) A2 6,9 (£ 1,5) 7,0 (£ 2,4)
A3 6,2 (£ 3,2) 6,3 (£ 1,4)
A4 6,2 (£ 2,4) 6.4 (£ 1,2)
AS 5,5 (£ 3,6) 5,6 (£ 1,3)
UREIA Al 28 (£ 3,1) 31 (£ 1,8)
(mg/dl) A2 25 + 1,8) 25 (= 1,8)
A3 30 (£ 2,8) 2& LD
Ad 29 x 1,9) 30 (£ 2,3)
AS 17 (+ 4,1) 17 (* 2,6)
HEMOGLOBINA Al 11 (£ 0,9) 11 (£0,7)
(g/dl) A2 16 (x 1,1) 17 (£1,2)
A3 15 (+ 0,7) 15 (£ 1.9)
A4 13& 1,7) 15 (£ 0,3)
A5 16 (£ 0,9) 17 (£ 0,6)
ACIDO Al 4,5 (£ 3,3) 4,9 (= 1,0)
URICO((mg/dl) A2 3.0 1,7) 34 (£ 1,5
A3 1,7 (x 4,7) 1,7 (£ 4,7)
Ad 4,6 (£ 4,8) 3,8 (3,9
AS 4,5 (+ 1,3) 43 (x 1.4)
GLICOSE Al 93 (% 0,6) 95 (= 0,0)
(mg/dl) A2 93 (£ 0,5) 95 (£ 0,5)
A3 90 (£ 3,9) 90 (£ 0,0)
Ad 140 (£ 1,2) 140 (% 0,4)
A5 110 (£ 0,6) 110 (£ 0,5)
COLESTEROL Al 220 (+ 3,7) 220 (£ 0,2)
(mg/dl) A2 250 (£ 2,3) 250 (£ 1,9)
A3 240 (£ 2,0) 240 (£ 1,1)
Ad 250 (% 3,3) 290 (% 1,3)
A5 210 (x 4,1) 230 (= 0,1)
DPRC* + 2,1 + 1,2

*Valores entre parénteses s3o as estimativas do desvios padrio relativo percentual (DPR) para 5 repeti¢des e DPRC sio as DPR

conjunta para todas as anilises.

Potenciémetros: PG e PL-potenciémetros lineares de 4,7kQ
(PB) e 15kQ(PL).

Chaves: CF, CR, CV, CLD e CRR-chaves deslizantes, tipo
H, 2 pélos 2 posi¢des; CD-idem chaves anteriores com 3 po-
sicoes; CL e CZ-chaves do tipo “push botton” com 1 polo
normalmente fechado(CL) ou normalmente aberto(CZ); ¢ CG-
chave rotativa de 4 posicies e 2 segdes.

LEDs: LM-LED monocolor verde da SIEMENS com 3,2mm de
didmetro; LB-LED bicolor vermelho/verde com didmetro de Smm.
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Fototransistor: FT- fototransistor do tipo FPT500, com lente.
Displays: displays de 7 segmentos com 12,5mm, da Icotron-]111.

Transistores: T1, T2, T3, T4-transistor de silicio, tipo
BC548B, TS5, T6, T7 e T9-transistores de silicio, tipo BC328B
e T8-transistor de silicio, tipo BC338B.

Transformadores: TR1-transformador de forga primério (110/
220V) e secundério (12+12V, 300 mA) e TR2-transformador
de forga primdrio (110/220) e secunddrio (9+9 V, 500 mA).
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Tabela 4. Resultados das andlises de protefnas totais em amostras de soro com o fotdmetro de fluxo, usando calibragio conven-

cional e a calibragio eletronica.

Resultados Obtidos*

DeterminagGes Amostras Calib. Cldssica Calib. Eletronica
PROTEINAS Al 7,1 (£ 0,0) 7,0 (= 0,5)
TOTAIS A2 7,6 (£ 0,5) 7,5 (£ 0,5)
(g/dl) A3 6,8 (£ 0,0) 6,9 (£ 0.5)
A4 5,7 (£ 0,6) 5,8 (£ 0,5)
ALBUMINA Al 5,3 (£ 0,5) 5,2 (£ 0,5)
(g/dl) A2 73 (0,1 7,2 (£ 0,5)
A3 4,9 (+ 0,9) 49 (£ 0,9
A4 57 (£ 0,5 5,7 (£ 0,9)

DPRC* + 0,4 + 0,6

*Valores entre parénteses sdo as estimativas do desvios padrdo relativo percentual (DPR) para 5 repeticdes ¢ DPRC sio as DPR

conjunta para todas as andlises.
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Figura 4. Pinagem dos circuitos integrados do fotometro de fluxo.
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Resistores: resistores de carbono (0,25W e £5%) de 560Q(R1,
R116 a R123), de 680Q(R124 ¢ R125), de 5KQ(R106), de
10KQ(R59, R110 a R112), de ISKQ(R105), de 47KQ(RS5S5,
R58, R98, R113 a R115), de 100KQ(R56 e R97), de
S16KQ(R57), de 10MQ(R101), de I15MQ (R102) e resistores
de metal-filme (0,25W e *1%) de 560Q(R2 a R4), de
470Q(RS), de 1KQ(R6), de 2,2KQ(R7), de 4,7KQ(RS ¢ R14),
de 6,8KQ(R9) de 10KQ(R103 ¢ R109), de 15KQ(R15), de
20KQ(R12), de 27KQ(R16), de 47KQ(R19 a R54, R104, R60
a R96 ¢ R99, R100), de 55,6KQ(R17), de 100 KQ(R107 ¢
R108), de 118KQ(R18), de 180KQ(R13), de 330KQ(R10) e
de S00KQ(R11).

Capacitores: capacitores de poliéster metalizado de 0,01uF x
100V(C4), de 0,015UF x 100V(C3), de 0,047uF x 100V(C2 e
C5), de 0,1uF x 100V(C1 e C7, C9 e C10). De 0,22puF x
100V(C6), de 0,33uF x 100V(C8); capacitores eletroliticos de
100UF x 16V(C13 e C14), de 1000UF x 16V(C17 e C19) e de
1000uF x 25V(C11, C12) e capacitores de disco de cerimica
de 0,1uF x 50V(C15, C16, C18, C20, C21).

Diodos: diodos de Silicio IN4148(D1 a D3 e D10); diodos de
silicio IN4001(D4 a D9) ¢ diodos Zenner 10V, 0,4W(DZ1 ¢ DZ2).

A pinagem dos circuitos integrados utilizados na construgio
do fotocolorimetro de fluxo sdo apresentados na figura 4.
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