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Apresentacao

Sempre acreditei no grande potencial dos Alunos de graduagao e este
Manual é mais uma prova cristalina de que os graduandos também podem gerar
ciéncia de qualidade, alicercando, ainda mais, o conhecimento construido
passando-o adiante.

A maior parte deste conhecimento nasce nos laboratérios de pesquisa da
instituicdo, e aqui se impoe o primeiro desafio ao aluno de Iniciagdo Cientifica (IC):
conhecer e manejar de forma criteriosa e cuidadosa cada um dos equipamentos de
sua pesquisa, sendo, muitos deles, complexos.

Mas como fazer com que o Aluno de IC transponha este primeiro desafio de
forma eficiente e, principalmente, perene?

A constante repeticdo dos ensaios laboratoriais durante a operacao do
equipamento pode ser uma solucdo para este desafio, mas o resultado é
temporario, e como uma "decoreba" as vésperas de uma prova importante, as
informacgdes sdo usadas no curto prazo e logo esquecidas. Mais do que "decorar”
sobre o funcionamento de um equipamento, é necessario "aprender” sobre ele. E
preciso formar jovens pesquisadores que aprendam sobre os equipamentos
usados em suas pesquisas e ndo apenas pessoas que 0s operem como autématos.

Ja é lugar comum de que, quanto mais se ensina, mais se aprende, e esta é
uma das certezas que levo na minha carreira de Docente na Faculdade de
Odontologia da USP por mais de 30 anos. Com isto em mente, propus a quatro
alunas de IC a criacdo de um texto, descrevendo o passo a passo detalhado para
"ensinar"” aos leitores o como operar um dos espectrofotdémetros de via liquida do
Departamento de Biomateriais e Biologia Oral. Algum tempo depois o texto tomou
forma e, como sempre é possivel melhorar, foi além de uma simples "receita de
bolo", contendo explicagdes de como o equipamento funciona.

Além do espectrofotometro propriamente dito, o presente Manual também
descreve a utilizacdao e o funcionamento de outros equipamentos “satélites” e
complementares as analises espectrofotométricas, como pipetas, balan¢a analitica
e pHmetros - dispositivos estes também necessarios para alcangar a alta precisao
nos resultados, imprescindiveis neste tipo de analise quimica.

Assim nasceu o que denominamos aqui de Manual de procedimento
operacional padrdo em espectroscopia. Fartamente ilustrado, foi além e se
materializou como um texto de referéncia destinado a Alunos e Professores que
desejam iniciar suas pesquisas no campo da espectrofotometria de via liquida.

Assim, este texto é resultado de um trabalho coletivo de produgao
intelectual e edicdo, encabecado por quatro Alunas de IC e orientado por um
Professor da FOUSP.

Concluindo, este ndo ¢ um documento definitivo e estatico, que se encerra
em si, mas um texto aberto que aceita colaboragdes e, assim como a ciéncia, um
instrumento dinamico.

Assim, convidamos vocé a utiliza-lo e, com suas sugestdes, melhora-lo.

Aproveite!

Paulo Eduardo Capel Cardoso, Professor do Departamento de Biomateriais da FOUSP.



Prefacio

Prefacio das Alunas de Iniciacdo Cientifica que elaboraram este Manual

Ao iniciarmos os ensaios laboratoriais da nossa primeira pesquisa como
alunas de iniciacdo cientifica, deparamo-nos com varios equipamentos de operacao
muito complexa, mas cuja correta utilizagdo seria essencial. Dessa forma, depois de
usarmos os diferentes equipamentos e aprender como funcionavam e deveriam
ser cuidados, fomos convidadas pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo Capel Cardoso a
desenvolver um material que auxiliasse futuros usuarios, como alunos de
graduacao, pds-graduacdo e até mesmo docentes.

O propoésito deste Manual de Procedimento Operacional Padrao para
Espectrofotometria é facilitar o aprendizado e a rotina para o uso de alguns
equipamentos do Laboratério de Biomateriais e Bioquimica Oral da Faculdade de
Odontologia da Universapidade de Sdo Paulo, tendo como foco principal a
espectrofotometria, um método que analisa a interacdo da luz com substancias em
meio liquido.

Nesse processo, a principal intera¢do analisada é a absorbancia, uma vez
que o motivo da criacdo deste material originou-se em um determinado contexto
de pesquisa odontoldgica.

Neste manual, o leitor encontrara instrucdes de como usar diferentes
equipamentos necessarios para preparar e avaliar amostras em meio liquido,
sendo eles: a balanga de precisao, o agitador magnético, o pHmetro, a pipeta e, por
fim, o espectrofotémetro de via liquida.

Os equipamentos foram organizados no presente texto seguindo a sua
ordem de utilizagdo, com linguagem simples e objetiva, de modo a auxiliar a
compreensao do leitor na medida em que sentir necessidade de maior clareza na
execucdo dos procedimentos.

Além disso, também foram estabelecidas normas de conduta no laboratério.
A organizacdo das bancadas, a limpeza das vidrarias e a importancia da correta
manipulacdo dos aparelhos sdo ressaltadas em todos os itens, pois sdo
fundamentais para o sucesso de um experimento visando o melhor
aproveitamento e manutengao.

Esperamos que esse material possa contribuir para o desenvolvimento
cientifico em pesquisas odontoldgicas realizadas neste laboratorio, visando honrar
o histérico e a posicdo de destaque que ocupa a Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sdo Paulo.

Portanto, convidamos o leitor a desfrutar e usufruir deste conteudo.

Boa leitura!

Giovana, Joyce, Julia e Yolanda.
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1. Introducao

1.1. Objetivos

A espectrofotometria se refere a qualquer técnica que utilize luz para medir
concentracdes de espécies quimicas [1]. O objetivo deste manual é normatizar a
metodologia para a utilizagdo e cuidados dos equipamentos necessarios para a
realizacdo de ensaios envolvendo espectrofotometria por via liquida. Sao eles: a
balanca analitica, o agitador magnético, o pHmetro, a pipeta e o espectrofotometro
de feixe UV /visivel.

Concomitantemente, serd estabelecido um padrdao de conduta dentro do
ambiente do laboratorio, Figura 1.

Figura 1: vista geral do Laboratério de Bioquimica do Departamento de Biomateriais e Biologia Oral.
1.2. Orientac¢oes de cuidados gerais
1.2.1. Utilizar os equipamentos de prote¢do individual (E.P.I.): luvas de latex,
avental, sapatos fechados e calga comprida.
1.2.2. Manter as unhas aparadas para evitar a perfuracao das luvas.
1.2.3. Prender os cabelos antes de entrar no laboratorio.
1.2.4. Ndo levar alimentos ou bebidas para dentro do laboratério.

1.2.5. Manter instrumentais e equipamentos SEMPRE limpos e em seus locais de
origem apoés o uso.

1.2.6. Em caso de acidentes com substancias quimicas, lavar abundantemente o
local com 4gua corrente e solicitar auxilio do supervisor do laboratério.



1.2.7. Caso algum equipamento ou vidraria sejam danificados, o técnico do
laboratorio deve ser informado.

1.3. Materiais basicos, Figura 2

Figura 2: materiais basicos.

A. Béquer: armazenara a solu¢do final, composta pela substancia a ser
analisada e solvente inerte.

B. Balao volumétrico: permite a medicao precisa de volumes.

C. Substincia a ser analisada: devera ser diluida em solvente inerte para
permitir a medida do pH e a realizacao do ensaio.

D. Bloco de papel e caneta: para as anotagdes das medidas aferidas.

E. Luva: essencial para a protecao do usudrio durante os experimentos
laboratoriais.

1.4. Localizacao dos materiais basicos no Laboratdrio de Biomateriais e
Bioquimica Oral

Para facilitar a "navegacdo" do pesquisador dentro do Laboratério de
Bioquimica serdo descritos a seguir os locais onde cada material basico podera ser
encontrado.

As bancadas foram enumeradas de 1 a 6 para fins didaticos, sendo a
bancada de menor nimero aquela localizada mais préxima a porta de entrada do
laboratério, conforme demonstrado na Figura 3.



Figura 3: numeracdo das bancadas.

1.4.1. Béqueres: encontram-se na bancada de numero 5, dentro do armario
etiquetado “beckers”, conforme a Figura 4.

Figura 4: armario de béqueres (A) e os béqueres (B).

1.4.2. Baloes volumétricos: encontram-se na bancada de nimero 4, dentro do
armario etiquetado “baldes volumétricos”, conforme a Figura 5.



Figura 5: armario de baldes volumétricos (A) e baldes volumétricos (B).

1.4.3. Barras magnéticas (“peixinhos”): encontram-se dentro da gaveta
etiquetada “presilhas p/ didlise, cotonetes, fio dental, pipette-pump, peras, barras
magnéticas” na bancada de niimero 4, conforme a Figura 6.

U
s R

Figura 6: gaveta das barras magnéticas (a esquerda) e vista superior da gaveta, com énfase nas barras
magnéticas (retangulo vermelho a direita).

1.4.4. Galao de agua deionizada: é uma alternativa de solvente inerte para o
preparo da solucdol. Um dos galdes se encontra préximo a bancada de namero 1,
ao lado da geladeira (Figura 7).

Pl

Figura 7: equipamento de produgdo de agua deionizada. Para usa-lo, pressionar o local indicado com o polegar
para que se inicie a liberagdo da agua. Pressionar novamente para cessar a saida de agua.

1 Dependendo da solugdo a ser analisada no seu ensaio, consulte um técnico ou professor para
confirmar qual o melhor tipo de substancia inerte a ser usada.
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2. Balancga analitica OHAUS ADVENTURER AR2140

2.1. Informacgoes gerais

Uma balanca de precisdo analitica é usada para
alcangar alto rigor nos resultados. Esse grau de
precisdo é o que diferencia este equipamento de
uma balanca de precisdo semi analitica.

A balanca analitica pode alcangar precisao
méaxima de 0,1 micrograma até 0,1 miligrama. Ja a
balangca de precisdo semi analitica pesa com
precisao até 0,001 grama.

Fonte: http://www.gg.gg/bnwhm

No Laboratério de Biomateriais e Bioquimica Oral, ela se encontra entre a
quarta e a quinta bancada, em uma mesa (Figura 8) que contém a balanca,
espatulas para pesagem da substancia a ser analisada e pincéis para a limpeza,
caso parte da substancia a ser aferida caia dentro da balanga ou ao seu redor.

Figura 8: A: Espatulas para insercdo de material sdlido; B: Pincel para limpeza do local; C: balanga analitica.

A. Espatulas: geralmente localizadas ao lado da balanga. Devem ser utilizadas
para depositar material s6lido no recipiente sobre o prato da balanca
(Figura 9).
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Figura 9: exemplo de espatula disponvél bara uso.

B. Recipientes e pincéis: também ao lado da balan¢a encontram-se pequenos
recipientes plasticos e papéis de seda para depositar o material a ser
pesado (Figura 10), além de materiais para limpeza do local, como pincéis
(Figura 11). Material em p6 costuma ser depositado sobre o papel de seda
dobrado (isso esta mais detalhado no item 2.2).

IMPORTANTE: deve-se respeitar o limite de peso
maximo da balanca de 210g.

Figura 10: exemplos de recipiente plastico (A) e papel de seda (B) disponiveis.

Figura 11: pincel disponivel.

C. Prato da balanga analitica: sobre ele é colocado o recipiente contendo o
material que se deseja pesar.

2.2. Passo a passo

2.2.1. O pesquisador deve sentar-se diante da balanga analitica.

2.2.2. Separar sobre a bancada os materiais que serao utilizados: o papel de seda, a
espatula, o pincel, o frasco com material cujo peso se deseja aferir e o bloco com
caneta para anotac¢des necessarias, Figura 12.
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Figura 12: materiais separados sobre a bancada onde se encontra a balanga analitica.

2.2.3. O papel de seda usado como recipiente devera ser dobrado de maneira que
os vincos formem um “X”, conforme apresentado na Figura 13. O objetivo dessa
dobradura é concentrar o material a ser pesado no centro do papel a fim de
facilitar sua futura deposicao no béquer.

Figura 13: passo a passo da dobradura do papel de seda.

2.2.4. Ligar a balanca analitica pressionando o botdo “— 0/T «” do lado direito ou
esquerdo, no painel do aparelho, Figura 14.

Figura 14: A: o botdo a ser pressionado. B: a balang¢a ligada e com o painel aceso.

2.2.5. Abrir uma das portas laterais e inserir o papel de seda dobrado sobre o
prato da balanca. A balanga OHAUS Adventurer é uma balanca de alta precisao, o

13



que implica que pequenas variacdes ambientais podem influenciar na afericao
final. Portanto, as portas da balanca devem estar fechadas durante o processo de
pesagem (Figura 15).

.

Figura 15: passo a passo da inser¢do do papel de seda sobre o prato da balanga.

2.2.6. Apds colocar o papel dobrado sobre o prato da balanga, fechar a porta
lateral. Isso impede que agitagdes ou até mesmo pequenos golpes de ar
prejudiquem a afericao.

2.2.7. O painel da balanca acusard uma medida. Aguardar a estabilizacdo dos
nimeros que aparecem no painel da balanca - considera-se que o nimero esta
estabilizado quando o simbolo “*” surgir no canto esquerdo do painel (Figura 16).
Em seguida, apertar novamente o botdo “— 0/T «” (Figura 17) para tarar - ou seja,
zerar - o peso do papel de seda que se encontra sobre o prato da balanca.

Teaubo {

Figura 16: simbolo * ao canto esquerdo do painel.

Figura 17: sequéncia que ilustra o como tarar a balanca analitica. A: o painel mostra uma medida estabilizada e
o botdo “—0/T«" esta sendo pressionado. B: o peso do painel esta zerado.

2.2.8. Abrir a porta lateral e, com o auxilio de uma espatula (no caso de material
em pd), retirar uma pequena por¢do do material desejado e deposita-la
cuidadosamente no papel de seda sobre o prato da balanga (Figura 18).
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2.2.9. Fechar a porta e aguardar a estabilizacdo dos nimeros no painel. Caso a
quantidade pesada ndo seja a desejada, é possivel ajusta-la, adicionando ou
retirando parte do material depositado sobre o papel de seda, repetindo o
procedimento do item 8.

IMPORTANTE: Sempre feche a porta lateral da
balanca ap6s o ajuste da quantidade e aguarde a
estabilizacdo da medida novamente.

\ = / Q
Figura 18: sequéncia que ilustra o material sendo retirado com a espatula e depositado sobre o papel de seda.
A: amostra da substancia a ser pesada; B: inserindo cuidadosamente a amostra no papel de seda ja posto na
balanca; C: a pesagem serad iniciada; D: fechamento da porta da balanga.

2.2.10. Ao se atingir o valor almejado, abrir a porta e retirar cuidadosamente o
papel de seda contendo o material.

2.2.11. Para desligar a balanga, pressionar o botao “Mode OFF” (Figura 19) por
aproximadamente 5 segundos. O painel serd apagado.

~

Figura 19: botdo “Mode OFF” sendo pressionado”.
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2.2.12. Limpar com o pincel quaisquer residuos que, por acidente, tenham caido
durante o trajeto entre o recipiente e a balanga (Figura 20). Para casos de maiores
extravasamentos, utilizar um papel absorvente levemente umedecido em agua.
Esse passo permite que a balanca esteja sempre limpa e pronta para uso pelo
proximo usudrio.

&

Figura 20: A: limpeza da banga com o pincel; B: limpeza da balanga com papel absorvente imido.

2.2.13. Transferir o material pesado para um béquer. Descartar o papel de seda na
lixeira. A espatula deve ser higienizada, assim como o recipiente plastico, se este
for utilizado (consultar o item 8. Limpeza das vidrarias).

3. Preparo da solucao

3.1. Informacgoes gerais

Uma solucdo deve ser preparada com o material pesado (como visto no item
2. Balanga analitica OHAUS ADVENTURER AR2140) e com o solvente de escolha
- por exemplo, agua deionizada ou alcool.

Observacdo: quando o veiculo é a 4gua deionizada, a sua obtengdo é através
de um mecanismo de osmose reversa.
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Osmose reversa é um processo pelo qual uma
solugdo é comprimida contra uma membrana
permeavel para solutos de baixa massa molecular
(como sais ou moléculas organicas simples),
porém impermeavel para o solvente. Essa
separagdo ocorre apenas na presenca de grandes
pressoes sobre a mistura, contrariando o fluxo
natural da osmose. Pode ser utilizado para
dessalinizacdo de agua do mar, produgdo de
produtos quimicos, irrigacdo, entre outros.

Agua deionizada é um tipo de 4gua que passa por
um  processo de  purificacdo, ficando
completamente livre dos fons presentes na agua;

porém, sao retidas substancias sem carga elétrica,
organicas ou inorganicas. Ha ainda a eliminagao
de minerais, metais e outras substdncias que
possam causar contaminacao. Devido a retengdo
de substancias sem cargas, o liquido ndo pode ser
considerado puro.

Solugdo
concentrada

Membrana
semipermeave’

Fonte: http://www.gg.gg/boeo; http://www.gg.gg/cf3g;http://www.gg.gg/cf3h2.

Para esse procedimento sdo essenciais um béquer e um baldo volumétrico.
Se necessdario, consultar o item 1.4. Localizacio dos materiais basicos no
Laboratério de Biomateriais e Bioquimica Oral para localizar esses materiais
no laboratério.

3.2. Passo a passo

3.2.1. Preencher um béquer com agua deionizada com o volume a ser utilizado no
preparo da solucgdo. Para isso, posicionar o béquer abaixo da saida do filtro (a
direita da maquina) e pressionar o botdo “SIM” no painel, conforme indicado na
Figura 21. O botdo ndo deve ser mantido pressionado durante seu uso; apenas
deve ser pressionado e solto para liberar o liquido e, em seguida, pressionado e
solto novamente para cessar o fluxo. E possivel que o galdo pause o fornecimento
da agua para que esta seja pressurizada; nesse caso, é necessario aguardar alguns
segundos para apertar o botdo “SIM” outra vez.
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L : e
Figura 21: equipamento de agua deionizada. O botdo “SIM” (circulo em A) deve ser pressionado para a saida da
agua. A posicdo em que o béquer deve ser mantido esta ilustrada em B.

3.2.2. Transferir o conteido do béquer para o baldo volumétrico para medir o
volume de forma mais precisa. Nele, a altura do liquido deve atingir a linha no
pescoco do balao, de modo que o volume seja correspondente aquele escrito no
corpo (Figura 22).

Figura 22: A: agua sendo transferida do béquer para o baldo volumétrico. B: baldo volumétrico preenchido em
vista frontal. C: marcacdo que deve ser atingida (menisco) ao preencher o baldo volumétrico.
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3.2.3. Em seguida, retornar o volume de volta ao béquer e acrescentar o material
que se deseja diluir (Figura 23) - neste caso, o p6 que foi pesado no item 2.
Balanca analitica OHAUS ADVENTURER AR2140.

> . A
Figura 23: sequéncia que ilustra a transferéncia do material em p6 no béquer, de modo que este seja diluido no
volume de 4gua previamente medido no baldo. A: inicio do despejo da substancia em um béquer; B: fim do
despejo da substancia em um béquer.

3.2.4. Caso haja a necessidade de novas dilui¢bes a partir da solucdo preparada,
deve-se pipeta-la em um novo volume de dgua aferido no balao volumétrico. Para a
homogeneiza¢do da mistura é preciso fechar a abertura do baldo com sua
respectiva rolha e, cuidadosamente, agitar o balao, Figura 24.

Figura 24: em A, a solugdo sendo pipetada na agua contida no baldo volumétrico. Em B, a solucdo sendo
homogeneizada.

3.2.5. Separar o balao volumétrico com a solucdo preparada. Apds o uso, o béquer
e o balao devem ser higienizados (consultar o item 8. Limpeza das vidrarias).

4. Agitador magnético

4.1. Informacgdes gerais

O agitador magnético é um aparelho utilizado para homogeneizar solu¢des
por longos periodos de tempo (de minutos a horas), ndo devendo ser utilizado com
liquidos viscosos ou soluc¢des de grande heterogeneidade.
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E composto por um motor de velocidade regulavel ligado a um ima. Este
ima provoca o movimento rotacional da barra magnética (“peixinho”) dentro do
material a ser agitado através de campo magnético.

No Laboratério de Biomateriais e Bioquimica Oral é possivel encontrar dois
modelos de agitadores magnéticos: o MICON Magnetic Stirrer Mixer Vortexer e
o ETICA. Ambos os aparelhos possuem a mesma finalidade e eficiéncia, portanto, a
escolha fica a critério da disponibilidade do aparelho e preferéncia do usuario.

Para a agitacdo magnética é necessario o uso de um béquer. Portanto, a
solucao deve ser proporcionada no baldo volumétrico e depois colocada no béquer
para agitacao.

4.2. Agitador magnético MICON Magnetic Stirrer Mixer Vortexer

4.2.1. Informacgdes basicas

O aparelho pode ser encontrado na bancada de nimero 6 (se necessario,
consulte o item 1.4. Localizacdo dos materiais basicos no Laboratorio de
Biomateriais e Bioquimica Oral). Nao apresenta botdo de liga/desliga, sendo
ativado com a rotagcdo do botdo vermelho (Figura 25), contanto que esteja
conectado a tomada da rede elétrica.

AOOIe

Lo o .

A . [
Figura 25: agitador magnético MICON (vista frontal).

4.2.2. Passo a passo

4.2.2.1. Na gaveta das barras magnéticas (se necessario, consulte o item 1.4.
Localizacdo dos materiais basicos no Laboratéorio de Biomateriais e
Bioquimica Oral), procurar um “peixinho” de tamanho correto. E necessario que o
comprimento do “peixinho” seja menor do que o diametro do béquer, de modo a
evitar impacto nas paredes do béquer durante a agitacao, o que poderia causar a
sua fratura. Observar a comparacdo entre um “peixinho” inadequado e um
“peixinho” adequado na Figura 26.
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Figura 26: em A, o “peixinho” de tamanho inadequado, com comprimento maior que o didmetro do béquer,
encostando em uma das paredes laterais do béquer. Em B, o peixinho de tamanho correto, posicionado no
fundo do béquer sem encostar-se as paredes laterais do béquer.

4.2.2.2. Centralizar o béquer contendo a solu¢do com “peixinho” sobre a placa
metalica do agitador magnético. Girar lentamente o botdo vermelho no sentido
horario até ouvir um "clique" e visualizar o acendimento da luz vermelha em cima
do botao (Figura 27). Isso indica que o aparelho esta ligado.

4.2.2.3. Selecionar a frequéncia de rotagdo girando lentamente o botao vermelho
no sentido horario, para aumenta-la, ou no sentido anti-horario, para reduzi-la. A
frequéncia de rotacao ideal é aquela que permite a homogeneiza¢do da solucdo
sem provocar seu respingo para fora do béquer ou o impacto da rotacdo do
“peixinho” em suas paredes, o que poderia levar a fratura do vidro. Para evitar isso,
é fundamental manipular lentamente o botdo vermelho.

A\
Figura 27: ao iniciar a rotagdo do botdo em sentido horario, o usuario percebera um "clique"” e o acendimento
da luz vermelha em cima do botdo, indicando que o aparelho foi ligado.

4.2.2.4. Manter a agitacdo da solucao até observar sua completa homogeneizacao.

4.2.2.5. Para desligar o agitador, girar o botdo vermelho no sentido anti-horario
até que se perceba o “clique” do botdo e o apagamento da luz vermelha do
aparelho.
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4.3. Agitador magnético ETICA
4.3.1. Informacoes gerais

Pode ser encontrado na bancada de nimero 3, ao lado do pHmetro (se
necessario, consulte o item 1.4. Localizacio dos materiais basicos no
Laboratdrio de Biomateriais e Bioquimica Oral). Apresenta o botdo de
liga/desliga verde e o botdo de rotacado preto, Figura 28.

Figura 28 agitador magnético ETICA (vista frontal).
4.3.2. Passo a passo

4.3.2.1. Na gaveta das barras magnéticas (se necessario, consulte o item 1.4.
Localizacao dos materiais basicos no Laboratdrio de Biomateriais e
Bioquimica Oral), procurar um “peixinho” de tamanho adequado ao béquer. E
necessario que o comprimento do “peixinho” seja menor do que o diametro do
béquer, de modo a evitar impacto nas paredes do béquer durante a agitacao, o que
poderia causar a sua quebra. Observar a comparacdo entre um “peixinho”
inadequado e um “peixinho” adequado na Figura 26.

4.3.2.2. Posicionar o béquer contendo a solug¢do com “peixinho” sobre a placa
metalica do agitador magnético. Pressionar o botdo verde; ele se acendera. Isso
indica que o aparelho esta ligado.

4.3.2.3. Selecionar a frequéncia de rotagdo girando lentamente o botao preto no
sentido horario para aumenta-la ou no sentido anti-horario para reduzi-la, Figura
29. A frequéncia de rotacdo ideal é aquela que permite a homogeneizacao da
solucdo sem provocar seu respingo para fora do béquer ou o impacto da rotagdo do
“peixinho” em suas paredes, o que poderia levar a quebra do vidro. Para evitar isso,
é fundamental manipular lentamente o botdo preto.
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Figura 29: em A, o botdo verde sendo pressionado; em B, o botdo verde aceso e o botao preto sendo girado.

4.3.2.4. Manter a agita¢do da solucao até observar sua completa homogeneizacao.

4.3.2.5. Para desligar o agitador, pressionar o botdo verde (a luz apagara) e girar o
botdo preto completamente no sentido anti-horario.

5. PHmetro

5.1. Informacgdes gerais

O pHmetro é um aparelho cuja finalidade é a afericio do pH de uma
substancia. E composto por um painel de leitura capaz de regular a unidade de
medida em milivolt (mV) e pH. Também possui comandos de calibragem utilizando
como base as substancias padroes com valores de pH pré-estabelecidos.

O eletrodo de bulbo altamente sensivel conectado ao aparelho devera ser
introduzido na substancia a ter seu pH aferido. Devido a fragilidade do bulbo de
aferi¢do, este jamais deve ser mantido sem a capa de protecdo ou fora de um meio
aquoso por longos periodos, sob risco de ressecar o eletrodo e danificar o
aparelho.

O Laboratoério de Biomateriais e Bioquimica Oral apresenta dois modelos de
pHmetro: o modelo KASVI K39-1014B e o modelo Sartorius PB-11. Ambos os
aparelhos se encontram na bancada 6 (se necessario, consulte o item 1.4.
Localizacao dos materiais basicos no Laboratdrio de Biomateriais e
Bioquimica Oral). Ambos os aparelhos possuem a mesma finalidade e eficiéncia,
portanto, a escolha fica a critério da disponibilidade do aparelho e preferéncia do
usuario.
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5.2. PHmetro KASVI K39-1014B
5.2.1. Informacgoes gerais

O pHmetro KASVI K39-1014B (Figura 30) possibilita calibragem manual,
poupando o tempo que se perderia aguardando a estabilizacdo de leitura da
solucao padrao. Seu eletrodo é um tubo acrilico preto.

Eletrodo
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Pisseta com agua destilada

Figura 30: pHmetro KASVI (vista frontal) e materiais essenciais para seu uso.

5.2.2. Passo a passo

5.2.2.1. Ligar o pHmetro KASVI pressionando o botdao “On/Off” na parte posterior
do aparelho, Figura 31.
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Figura 31: em A, vista posterior do pHmetro KASVI; em B, o botdo On/Off.

5.2.2.2. Observar o acionamento do painel de leitura. Inicialmente, o aparelho
estard ajustado para leituras em milivolt (mV). Para aferices de pH, apertar o
botdo “pH/mV” do lado esquerdo do painel para efetuar a troca da leitura de
milivolt para pH, conforme ilustrado na Figura 32. O pH inicialmente mostrado no
visor sera o da solucdo de cloreto de potassio contida na capa de protecdao do
bulbo. O cloreto de potassio serve para manter o eletrodo em condi¢cdes ideais de
armazenamento.
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Figura 32: sequéncia que ilustra a mudang¢a de mV para pH.

5.2.2.3. Remover a capa de protecao do eletrodo cuidadosamente, realizando
movimentos rotacionais e puxando a capa e o eletrodo em sentidos opostos
(Figura 33).
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Figura 33: A: posicionamento dos componentes do aparelho; B: segurar com uma méo o eletrodo, e com a
outra, a capa de prote¢do; C: com movimentos circulares em sentidos opostos, puxar cuidadosamente a capa
de protecdo; D: finalizagdo da sequéncia de retirada da capa de prote¢do que protege o eletrodo.

5.2.2.4. Retirar o eletrodo do suporte, puxando-o por cima do encaixe, Figura 34.

Figura 34: sequéncia de retirada do eletrodo do suporte.
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5.2.2.5. Com a pisseta de agua destilada, realizar uma extensa lavagem da ponta do
eletrodo a fim de retirar residuos da solugdo de cloreto de potassio contida na capa
de protecdo. Manter um recipiente plastico abaixo para que a agua escoada
durante a lavagem seja coletada (Figura 35).

Figura 35: em A, detalhe da ponta do eletrodo; em B, a lavagem da ponta do eletrodo.

5.2.2.6. Apo6s a lavagem, apoiar levemente a ponta do bulbo em um pedacgo de
papel absorvente, previamente preparado para sugar o excesso de agua do
eletrodo (Figura 36).

Figura 36: secagem da ponta do eletrodo no pedaco de papel higiénico.

5.2.2.7. Apos lavar e secar o eletrodo, a calibragem do aparelho é fundamental
para uma medicdo precisa. Para isso, pendurar o eletrodo de volta no suporte e
selecionar uma solu¢do padrdao de pH=7, encontrada em frasco ambar na parte
superior da bancada. Inserir a ponta do eletrodo no frasco de pH = 7 e manter o
eletrodo imerso nessa solu¢do até que o valor mostrado no visor do pHmetro
estabilize (Figura 37). Durante a calibragdo, caso o valor observado no visor seja
exatamente aquele da solu¢do padrao de pH = 7, ndo é preciso realizar a calibracdo
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manual descrita nos passos 8 ao 11. Porém, é comum que seja apresentado um
valor com décimos de diferenca daquele da solugao.

Figura 37: em A, a localizagdo das solugdes padrdo na bancada (retangulo vermelho); em B, a ponta do
eletrodo imersa no frasco de pH = 7.

5.2.2.8. Para iniciar a calibragdo manual do pHmetro, pressionar qualquer uma das
setas do botao “Std” (Standard). Em seguida, a mensagem “Std YES” aparecera no
visor do aparelho (Figura 38).

Figura 38: o botdo Std é composto por duas setas (A); ap6s uma delas ser pressionada, a mensagem “Std YES”
aparece no visor (B).

5.2.2.9. Para o usudrio confirmar que deseja iniciar a calibragio manual,
pressionar o botdo “Enter” (Figura 39). No visor, o valor do pH lido pelo aparelho
surgird novamente. Como a substancia padrdo utilizada neste manual tem valor
pré-determinado em pH 7, espera-se que a leitura esteja préxima a este valor.
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Figura 39: botao “Enter” sendo pressionado.

5.2.2.10. De acordo com o valor de pH apresentado no visor, o usudario devera
ajusta-lo até atingir o valor de 7,00 pressionando os botdes “Std” seta para cima
(aumento do pH) e “Std” seta para baixo (redugdo do pH). Observar a Figura 40.

Figura 40: A: demonstragdo do local das setas; B: setas do botdo “Std” sendo pressionadas até que o visor
apresente o pH 7; C: correspondéncia do valor a solucdo padrao.

5.2.2.11. Depois de calibrar o pHmetro, o frasco de solu¢do padrao podera ser
retirado do eletrodo, fechado e devolvido ao seu lugar original. A ponta do eletrodo
do pHmetro, por sua vez, deverd passar pelas etapas de lavagem e secagem
descritas nos itens 5 e 6.

5.2.2.12. E hora de aferir o pH do liquido desejado. Caso o liquido seja uma solugio
- ou seja, uma mistura - € interessante que ele esteja sendo constantemente
agitado durante a afericdo de pH. Para isso, mergulhar na solu¢do uma barra
magnética (“peixinho”) e manté-la sobre um agitador magnético (se necessario,
consulte o item 4. Agitador magnético).

5.2.2.13. Introduzir cuidadosamente a ponta do eletrodo dentro do béquer
contendo a solucdo. O motivo disso é evitar que a ponta do eletrodo encoste no
“peixinho” sob agitacdo, uma vez que esta ponta é constituida de vidro e esta
sujeita a quebra, resultando na perda funcional do aparelho. Desta forma, deve-se
garantir que a ponta do eletrodo esteja submerso na solu¢gdo com uma distancia
segura do “peixinho” para que ndo se choquem. Além disso, deve-se deixar o
eletrodo seguro no brago de suporte de pHmetro para que ele mantenha uma
posicdo estavel até a completa afericdo do pH. Observar esses detalhes na Figura
41.
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Figura 41: ao mesmo tempo em que a ponta do eletrodo esta totalmente submersa na solu¢do, hd uma
distancia segura entre ela e o “peixinho” em agitacdo (seta). Reparar também que o eletrodo esta preso no
braco do pHmetro (observagdo: esse € o eletrodo do pHmetro Sartorius).

5.2.2.14. Nesse aparelho nao observamos nenhuma indicacdo da estabiliza¢cdo da
leitura do pH na tela. Apenas deve-se aguardar até o pH apresentar somente
oscilacdes esparsas, em torno de um mesmo valor. Isso leva aproximadamente 10
minutos. Ap0s a estabiliza¢do, anotar o pH apresentado.

5.2.2.15. Concluida a aferi¢do de pH, desligar o agitador magnético, retirar a ponta
do eletrodo do béquer e submeté-la as etapas de lavagem e secagem descritas nos
itens 5 e 6. Em seguida, recolocar a capa de protecdo e posicionar o eletrodo em
sua posicao original no suporte do pHmetro.

5.2.2.16. Desligar o aparelho pressionando o mesmo botao que usou para liga-lo,
atras do equipamento (Figura 31).

5.2. PHmetro Sartorius PB-11

5.2.1. Informacgdes gerais

O pHmetro Sartorius PB-11, Figura 42 nao possibilita calibragem manual.
Desse modo, ao se calibrar o aparelho, o usuario deve aguardar o tempo necessario
para a leitura e estabilizagdo do valor da solugdo padrao. Seu eletrodo é um tubo de
vidro transparente.
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Pisseta com agua destilada

Pedaco de papel higiénico

Recipiente para recolher agua

Figura 42: pHmetro Sartorius (vista frontal) e materiais essenciais para seu uso.

5.2.2. Passo a passo

5.2.2.1. Ligar o aparelho na tomada. O aparelho ndo apresenta botao de
“liga/desliga” e a inser¢do do transformador do aparelho na tomada ja o liga.
Observar o acendimento do visor do painel.

5.2.2.2. Remover o eletrodo cuidadosamente da capa de protec¢do, puxando-o com
rotacdes para cima (Figura 43). A capa de protecao ficara retida no suporte do
pHmetro.

5.2.2.3. Com a pisseta de agua destilada, realizar uma extensa lavagem da ponta do
eletrodo a fim de retirar residuos da solugdo de cloreto de potassio contida na capa
de protecdo. Manter o recipiente plastico abaixo, para que a 4gua escoada durante
a lavagem seja coletada (Figura 43).

22N 2 =
Figura 43: em A, o eletrodo sendo retirado da capa de protegdo; em B, a capa de protegdo retida no suporte; em
C, alavagem da ponta do eletrodo.

30



5.2.2.4. Apo6s a lavagem, apoiar levemente a ponta do eletrodo em um pedaco de
papel higiénico enrolado, previamente preparado para sugar o excesso de agua do
eletrodo.

5.2.2.5. Apés lavar e secar o eletrodo, a calibragem do aparelho é fundamental
para uma medicdo precisa. Para isso, pendurar o eletrodo de volta no suporte e
selecionar uma solu¢do padrdao de pH=7, encontrada em frasco ambar na parte
superior da bancada. Inserir a ponta do eletrodo no frasco de pH = 7 e manter o
eletrodo imerso nessa solugdo até que o valor mostrado no visor do pHmetro
estabilize. Observar a Figura 44.

Figura 44: ponta do eletrodo sendo inserida na solu¢do padrdo de pH = 7.

5.2.2.6. Diferentemente do pHmetro KASVI, o usudrio devera aguardar a
estabilizacdo da leitura, que sera concluida quando o visor do pHmetro acusar o
simbolo “S” (Figura 45). Em seguida, pressionar o botdo “Standardize” para definir
o valor obtido na leitura da substancia padrao como ponto de calibragdo (Figura
46).

Figura 45: estabilizacdo da leitura de pH da solugdo padrdo, com surgimento do simbolo “S” no visor.
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Standardize

Figura 46: o botdo "Standardize" sendo pressionado para calibrar o aparelho com o valor obtido na leitura da
solucgdo padrao.

5.2.2.7. Depois de calibrar o pHmetro, o frasco de solucdo padrao podera ser
retirado do eletrodo, fechado e devolvido ao seu lugar original. A ponta do eletrodo
do pHmetro, por sua vez, deverd passar pelas etapas de lavagem e secagem
descritas nos itens 3 e 4.

5.2.2.8. E hora de aferir o pH do liquido desejado. Caso o liquido seja uma solugio
- ou seja, uma mistura - € interessante que ele esteja sendo constantemente
agitado durante a afericdo de pH. Para isso, mergulhar na solu¢do uma barra
magnética (“peixinho”) e manté-la sobre um agitador magnético (se necessario,

consulte o item 4. Agitador magnético).

5.2.2.9. Inserir cuidadosamente a ponta do eletrodo dentro do béquer contendo a
solucdo. O motivo disso é evitar que a ponta do eletrodo encoste no “peixinho” sob
agitacdo, uma vez que esta ponta é constituida de vidro e esta sujeita a quebra,
resultando na perda funcional do aparelho. Desta forma, deve-se garantir que a
ponta do eletrodo esteja submersa na solu¢do com uma distidncia segura do
“peixinho” para que ndo se choquem. Além disso, deve-se deixar o eletrodo seguro
no brago de suporte de pHmetro para que ele mantenha uma posicdo estavel até a
completa aferi¢do do pH (Figura 47).
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Figura 47: ao mesmo tempo em que a ponta do eletrodo esta totalmente submersa na solugdo, ha uma
distancia segura entre ela e o “peixinho” em agitacdo (seta). Reparar também que o eletrodo esta preso no
brago do pHmetro.

5.2.2.10. A estabiliza¢do da leitura do pH da solucao sera indicada pelo simbolo “S”
no visor. Apos a estabilizacdo, anotar o pH apresentado.

5.2.2.11. Concluida a aferi¢ao de pH, desligar o agitador magnético, retirar a ponta
do eletrodo do béquer e submeté-la as etapas de lavagem e secagem descritas nos
itens 3 e 4. Em seguida, recolocar a capa de protecdo e posicionar o eletrodo em
sua posicao original no suporte do pHmetro.

5.2.2.12. Desligar o aparelho, retirando o cabo de for¢a da tomada.

6. Pipeta DRAGON LAB TopPette

6.1. Informacdes gerais

A pipeta serve para medir e transferir volume de solugdes liquidas e
funciona com o sistema de vacuo. Ela é constituida pelas seguintes partes: o
émbolo, o botdo giratorio, o botdo lateral, o corpo da pipeta e o suporte para ponta
descartavel (Figura 48). A ponta descartavel é a parte ndo fixa da pipeta que
entrard em contato com a solucdo a ser pipetada.
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Figura 48: constituintes da pipeta DRAGON LAB.
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As pipetas se encontram em suportes plasticos na bancada 5 (se necessario,
consulte o item 1.4. Localizacio dos materiais basicos no Laboratério de
Biomateriais e Bioquimica Oral). Elas estdo dispostas inclinadas verticalmente;
desse modo, possiveis sujeiras provenientes de outras pipetagens ndo ficam
acumuladas em seu interior (Figura 49). Ap6s o uso da pipeta, é essencial que ela
seja devolvida ao suporte.

Figura 49: suporte em que ficam dispostas as pipetas.

Cada pipeta apresenta um intervalo da quantidade de volume que suporta.
O intervalo volumétrico esta sinalizado no corpo da pipeta (retangulo azul na
Figura 48), enquanto o leitor de volume sinaliza a quantidade que serd pipetada
(retangulo vermelho na Figura 48). E possivel manipular o volume pipetado
através do botdo giratério (Figura 50). Por exemplo: a Figura 48 representa uma
pipeta capaz de aspirar de 100 a 1000 pL (retangulo azul); o volume a ser pipetado
aparece no leitor (retdngulo vermelho) e possiveis manipulacbes do botao
giratdrio alterariam esse valor. Deve-se pipetar somente volumes que estejam
compreendidos dentro do intervalo volumétrico, respeitando o volume minimo e o
volume maximo indicados no corpo da pipeta. Caso o émbolo seja girado para além
do limite indicado, a mola existente dentro do aparelho ficara frouxa e nao
conseguira mais exercer sua funcao.
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Figura 50: ao rotacionar o botdo giratdrio, o valor indicado no leitor volumétrico sera alterado.

Para saber qual pipeta usar é necessario saber a equivaléncia entre mL e pL
(Tabela 1). Basta lembrar que 1 mL =103 L e que 1 uL =10 L.

1¢106L — 1 uL

1¢103L x uL x=1000 pL

Logo, 1 mL corresponde a 1000 pL. Portanto,
deve-se utilizar uma pipeta cujo intervalo

compreenda o volume 1000 pL. Esta pipeta é a
marcada com o rétulo “100 - 1000 pL”.

Modelo Volume Volume

. . M d |
Minimo Maximo argem de volume

recomendada (pL)

(uL)

0,5a10

Tabela 1: equivaléncia entre o modelo das pipetas e os volumes que suportam.
6.2. Passo a passo

6.2.1. Segurar a pipeta com o polegar sobre o émbolo e os demais dedos
envolvendo a pipeta (Figura 51).
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Figura 51: modo correto de se segurar a pipeta.

6.2.2. As pontas descartaveis estdo acondicionadas em caixinhas em cima das
bancadas do laboratério. Na tampa ou nas laterais de cada caixinha esta
especificado o volume que a ponta descartavel é capaz de aspirar. O tamanho da
ponta descartavel vai ao encontro do intervalo volumétrico que a pipeta admite;
logo, para uma pipeta de volume de 100 a 1000 pL, deve ser escolhida uma ponta
descartavel de 100 a 1000 pL. Para inserir a ponta descartavel, deve-se pressionar
o suporte para ponta descartavel da pipeta (a parte preta, Figura 48) contra a
ponta descartavel na caixinha. Nao tocar nas pontas descartaveis com os dedos,
com ou sem luvas, pois outros experimentos podem exigir que elas estejam
completamente limpas e, ao tocar em uma, podera ocorrer a contaminacdo de
outras pontas descartaveis (Figura 52).

Figura 52: A: encaixando a ponta preta da pipeta diretamente na ponta descartavel; B: pressionar a pipeta
contra a ponta descartavel; C: puxar o conjunto.

6.2.3. Antes de mergulhar a ponta descartavel na solugdo, pressionar o émbolo da
pipeta até o 12 estagio (Figura 53). Este é caracterizado enquanto o émbolo
estiver mole e ainda ndo oferecer maior resisténcia a pressao aplicada.
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Figura 53: 19 estagio.

6.2.4. Ainda com o 12 estagio pressionado, mergulhar a ponta descartavel na
solucdo a pipetar e soltar o émbolo lentamente. Do contrario, a solucdo sera
aspirada para dentro da pipeta, impossibilitando o descarte do volume correto de
liquido e contaminando o interior do aparelho (este é um cuidado fundamental ao
se trabalhar com pero6xidos e complexos de ferro).

6.2.5. Direcionar a pipeta para onde se deseja liberar a solugdo (um béquer, por
exemplo), como ilustra a Figura 54. Em seguida, pressionar o émbolo até o final, ou
seja, até o 22 estagio (Figura 55). Este é caracterizado quando a mola estiver mais
rigida, oferecendo maior resisténcia a pressdo aplicada. Ao pressionar o botao até
0 22 estagio, é fornecido um “sopro” extra que garante que toda a solugdo seja
expelida da ponta descartavel.

Figura 54: A: Direcionar o conjunto pipeta-ponta descartavel para a solugdo a ser pipetada e pressionar seu
émbolo até o primeiro estagio; B: Levar o conjunto com a solugdo pipetada até o local de despejo; C: pressionar
o segundo estagio.
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Figura 55: 29 estagio.

6.2.6. Para descartar a ponta descartavel, pressionar o botdo lateral (Figura 56);
ela sairda com algum impacto. O descarte da ponta descartavel dependera do
trabalho que estad sendo executado. Se existir a possibilidade de reutilizacdo da
ponta descartavel, lava-la na pia com detergente e agua destilada e guarda-la na
estufa para secagem (consultar o item 8. Limpeza das vidrarias).

V

Figura 57: a sequéncia de passos descritos para a pipetagem esta ilustrada nessa imagem. Fonte:
http://labiq.iq.usp.br acessado em 10/02/18, sob autoria de Ana Carolina Moulatlet, do Laboratério Integrado
de Quimica e Bioquimica (LABIQ) - USP, programa INOVA LAB 2012.
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7. Espectrofotometro Beckman Coulter DU 800

7.1. Informacgoes gerais

A espectrofotometria € um método que estuda a interacdo da luz com a
matéria e a partir desse principio permite a realizacdo de diversas analises (Figura
58). Cada composto quimico absorve, transmite ou reflete luz ao longo de um
determinado intervalo de comprimento de onda. A espectrofotometria pode ser
utilizada para identificar e quantificar substancias quimicas a partir da medigdo da
absorcdo e da transmissdo de luz que passa através da amostra.

Como o espectrofotdometro funciona?

1. Uma amostra é colocada dentro do equipamento.

2. Ha uma fonte de luz e um dispositivo, o monocromador, que divide a luz
em cores, ou melhor, em comprimentos de onda especificos.

3. Uma fenda ajustavel dentro do espectrofotdmetro permite que apenas um
comprimento de onda especifico passe através da substancia que se quer analisar.

4. Este comprimento de onda da luz atravessa a amostra, que esta
acondicionada em um pequeno recipiente chamado cubeta.

5. A luz passa através da amostra e é lida por um detector.

6. A leitura constard na tela do computador na forma de um grafico cuja
ordenada indica a absorbancia e cuja abscissa indica o comprimento de onda.

O espectrofotdometro é muito sensivel, portanto, qualquer interferéncia
pode mostrar um resultado errado. Essa interferéncia pode ser luz exterior, falta
de estabilidade do equipamento, cubeta riscada ou uma solu¢dao com outras
substancias.

4 N\
— 5A<‘|I, 18

Fonte de luz Monocromador Cubeta Detector

Figura 58: representagdo de um espectrofotdmetro. Fonte: http://www.gg.gg/boeuw

Figura 59: vista frontal do espectrofotdmetro Beckman Coulter DU-800 e do PC ao qual esta acoplado.
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O espectrofotometro mais utilizado do Laboratorio de Biomateriais e
Bioquimica Oral se localiza em uma sala préxima a bancada 6 (se necessario,
consultar o item 1.4. Localizagdo dos materiais basicos no Laboratdrio de
Biomateriais e Bioquimica Oral), Figura 59. As cubetas costumam estar em um
pote de isopor, localizado na estufa de secagem ou ao lado do espectrofotémetro.
Para a afericdo da absorbancia de solu¢des sdo utilizadas as cubetas de plastico
(Figura 60).

Figura 60: em A, a localizagio das cubetas; em B, as cubetas de plastico disponiveis.

A solugdo cuja absorbancia se deseja aferir devera ser pipetada dentro da
cubeta de acordo com as instrugdes fornecidas no item 6. Pipeta DRAGON LAB
TopPette. Caso haja muitas cubetas para serem lidas, é possivel transporta-las da
bancada até a sala de espectrofotometria através do suporte (Figura 61).

= = - S < X

S Y 11 1 13 14 18 16

Figura 61: suporte para as cubetas.

7.2. Passo a passo

7.2.1. Ligar o espectrofotémetro pressionando o botao verde do quadro de forga
do que se encontra na parede, logo atras do aparelho. Além disso, a CPU ao lado do
espectrofotometro e o monitor deverdo ser ligados em seus botdes
correspondentes, Figura 62.
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Figura 62: acionamento dos botdes na seguintes ordem: botdo verde do quadro de for¢a (A), botdo da CPU (B)
e botdo do monitor (C).

O espectrofotdbmetro indicara sua inicializacao
com o acendimento do LED verde em sua parte
frontal, ao lado da palavra POWER. Os outros
LEDs estardao habitualmente desligados, Figura
63.

Figura 63: led verde “POWER” indicando que o espectrofotometro
esta ligado.

7.2.2. Ap6s o completo carregamento do sistema operacional Windows XP, o
usuario devera dar um clique duplo no icone “DU 800 Spectrophotometer”,
presente na area de trabalho (Figura 64).
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Figura 64: programa DU 800 Spectrophotometer.

7.2.3. Apbés a abertura do software, o usudrio devera aguardar enquanto o
programa verifica a presenca de software atualizado, calibra o aparelho, inicializa
os drives necessarios para a leitura do espectrofotdmetro e realiza os testes de
avaliagdo do bom funcionamento do equipamento (Figura 65). Todo o processo
poderd ser acompanhado pela janela de carregamento “DU 800 System
Initialization”. Terminados os testes, o botdo “Continue” estara disponivel para ser
pressionado. A janela DU 800 System Initialization desaparecera (Figura 66).
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Figura 65: tela inicial do programa DU 800 Spectrophotometer, com a janela DU 800 System Initialization ao

centro.
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COULTER aﬂw
System Software Download Complete System Software Download Complete
Initisizng Wave Drve: Complete Inibasiang W ave Dive Complete
Stastup Diagnostic Tests —————————————————— Startup Diagnostic Tests
Gan: Passed Gar Passed
Visble Lamp: Pazsed Visle Lamp: Passed
Light Path In Progeess ... Light Path Paseed C
Shutter: Shutter: Passed -
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Figura 66: a janela DU 800 System Initialization durante a realiza¢io dos testes do espectrofotdmetro. A barra
azul de evolugdo do processo reiniciara diversas vezes. Ao final, quando todos os testes acusarem “Passed” (B),
o botdo Continue (C) estara disponivel.

7.2.4. Em seguida, o usudrio deverda ligar a lampada de tungsténio do
espectrofotometro correspondente a luz visivel. Para isso, deve-se clicar no botao
“Visible” no canto inferior esquerdo da tela. Ao ser clicado, o icone “Visible” se
tornara vermelho e o LED “TUNGSTEN LAMP” na regiao frontal do aparelho se
acendera (Figura 67).

. Visible ’

Switch la

A

uv
2|3(4|5|6

Ready . N . - -
- T .. . s |
Figura 67: em A, botdo “Visible” ligado; em B, LED “TUGNSTEN LAMP” aceso.

7.2.5. A lampada de deutério, correspondente a luz UV, também devera ser ligada.
Para isso, o usudrio deve clicar no icone “UV” no canto inferior esquerdo da tela. No
entanto, a lampada UV demora de 30 a 60 segundos para aquecer e isso é indicado
pela mensagem “Warming up UV Lamp” - enquanto essa mensagem ndo sumir, a
lampada nao podera ser usada (Figura 68). Essa mensagem sera substituida pela
indicacdo do tempo de funcionamento da lampada (“UV Lamp On for 1 min 22
sec”) - quando essa mensagem aparecer, a lampada estara pronta para uso - e o
icone “UV” se tornara vermelho (Figura 69). Observar também, na parte frontal do
espectrofotometro, que o LED “D2 LAMP” se acendera.

O aviso do tempo de funcionamento da lampada
UV (“UV Lamp On for 1 min 22 sec”) se deve ao

alto custo dessa lampada, que exige uma maior
consciéncia durante seu uso.
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Figura 69: em A, botdo UV ligado e lampada UV ja aquecida, com a mensagem “UV Lamp On for 1 min 22 sec”
indicando o seu tempo de funcionamento; em B, LED “D2 LAMP” aceso.

7.2.6. A seguir, os parametros para a leitura que se deseja realizar no
espectrofotometro devem ser determinados. Primeiro, no canto superior esquerdo
da tela (Figura 70), deve-se clicar no retangulo superior e optar pelo modo de
leitura “Wavelength Scan” (escaneamento de multiplos comprimentos de onda).
No retangulo inferior nada deve ser alterado, permanecendo na opg¢do “<Default

Method>".
BUU - Dr [muu' - BDU 800 UV /Vis Spectrophotomd

Wayelength Scan - @ @) som ? Fe [Sm m WS Tod

<Delavk Mathod> - % Re
(atod T 'i’ei. e, Function & | |\Wavelength Scan ZI
e I N C
Phamter of Cals Used 6 E

e = ] Kinetics/Time e
L e Single Component Analysis e |

vl 10m - Nucleic Acd Analysis —
it J ] Performance Validation
[FlenamePrefic  Defauk A Holder type 6-Pos Cell
] |Number of Cells Used |1
§ aspo |Scan Mode Abs
| I A O -

Figura 70: determinagdo do parametro de leitura “Wavelength Scan”.
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7.2.7. No centro superior da tela, clicar em “Edit Method” (Figura 71). A janela
“Method for Wavelength Scan” se abrira no centro da tela.

| DNA Group - USBOOI |

hagrestic  Hep
r e
= RediRgad [l CdMatch (& QpenFile  w
4 G0 Scan

" Redsen Oew Wl Swerie  £camens— & Edit Method
Figura 71: op¢do “Create/Edit Method”.

7.2.8. Na janela “Method for Wavelength Scan”, o usuario podera determinar a
forma de escaneamento (absorbancia ou transmitancia), o intervalo de
comprimento de onda em que a amostra serd lida, o nimero de amostras a serem
escaneadas, entre outras particularidades. No entanto, para o experimento em
questdo, deve ser ajustado somente o nimero de amostras: na aba “Sampler”,
selecionar o nimero de cubetas que serdo lidas no espectrofotdmetro através da
op¢ao “Number of Cells Used” (Figura 72).

Method for Wavelength Scan

<Default Method>

i
Sampler ~ =

Appication Samplet | Report| Info |

Sampling Device:

€ Sy g
( Multicel Holdet
I
(o

Number of Celis Used:
anual Control

e wn—X| o

Savess | 0K | Cocel | Heb |

Figura 72: na aba “Sampler” da janela “Method for Wavelength Scan”.

7.2.9. Apos a especificagdo da quantidade de amostras a serem lidas, um quadro
surgira na parte inferior da tela (Figura 73). Esse quadro mostra a quantidade de
amostras selecionadas, suas posicdes no espectrofotdmetro e seus nomes (Sample
1-1, Sample 2-2, Sample 3-3..). Os nomes das amostras devem ser redefinidos
clicando-se sobre eles; isso deve ser feito antes da leitura do espectrofotometro
(depois ndo é mais possivel a edicdo). Note que os nomes das amostras estdo em
cores diferentes - estas correspondem as cores dos graficos de absorbancia de
cada amostra durante a leitura.

e 1 : : ; 3
A B l U T T | U I ] | (I I T | l LI B | |
Number of Cells Used: |5 v| . a e 0 «
Manual Contral Y l Poslio I T |53'"d3 T [Desc:li;i

1 | 1 _ Sample 1-1
Bwitch lamp on f 2

3

4

5

Sample 2-2

Sample 3-3

N = LI o —

Sample 4-4

o

Figura 73: quadro que mostra a correspondéncia entre a janela (A) e a tela inicial (B) do programa referente ao
nimero de amostras, suas posi¢des, nomes e cores correspondentes.
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7.2.10. Antes de realizar qualquer leitura no espectrofotometro, deve-se realizar
uma calibragem denominada “Blanking”, que consiste na leitura de uma cubeta
contendo o solvente inerte (preferencialmente agua deionizada) utilizado nas
solucdes que serdo lidas posteriormente pelo espectrofotdmetro. Para isso, deve-
se pipetar em uma cubeta um volume de 4gua deionizada equivalente ao volume
das amostras que serdo lidas - nesse experimento, 1 ml. Se necessario, consulte os
itens 3. Preparo da solucao e 6. Pipeta DRAGON LAB TopPette

7.2.11. Abrir a tampa do aparelho (Figura 74). Observar que ha 6 nichos
disponiveis; a cubeta com agua deionizada deverd ser inserida no primeiro
espaco, aquele mais distante do usuario, como apontado na Figura 75. Antes de
inserir a cubeta, deve-se limpar a superficie externa com um tecido limpo. As
cubetas tém papel fundamental e sua limpeza e correta utilizacdo sao essenciais
para a obtencdo de resultados corretos e confiaveis. Posicionar a cubeta de modo
que o lado que apresenta uma seta (Figura 76) esteja voltado para o lado do
espectrofotdmetro - ou seja, para a esquerda do usuario -, tomando-se o cuidado
de tocar somente em suas paredes laterais.

Figura 74: tampa do espectrofot()metr;) sendo aberta.

Figura 75: posicdo em que a cubeta do branco deverd ser inserida.
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Figura 76: énfase (circulo vermelho) na seta presente na superficie da cubeta. Em B, a cubeta é posicionada no
espectrofotometro tocando-se apenas em suas paredes laterais.

7.2.12. Em seguida, fechar a tampa do aparelho e clicar no icone “BLK” na parte
superior da tela. O programa indicara que o procedimento esta sendo realizado
com o aparecimento da mensagem “Blanking...” no lugar de “Blank Required”, no
canto esquerdo inferior. Quando o processo for concluido, a mensagem
“Blanking...” sera substituida por “Last Blanked at...” e o horario de quando o
procedimento foi finalizado. Com isso, o usuario podera prosseguir para o préximo
passo (Figura 77).
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Figura 77: ao se clicar no icone “BLK”, a mensagem “BLANK REQUIRED” serd alterada para “Blanking...”. Deve-
se aguardar até que a mensagem “Last Blanked at...” apareca.

7.2.13. Terminada a calibragem, chega o momento de realizar a leitura das
absorbancias das solu¢des desejadas. Atengdo: antes de inserir cada cubeta, deve-
se limpar a superficie externa com um tecido limpo e posiciona-la de modo que o
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lado da cubeta que apresenta uma seta esteja voltado para o lado do
espectrofotdmetro - ou seja, para a esquerda do usuario -, tomando-se o cuidado
de tocar somente em suas paredes laterais (Figura 76). Além disso, deve-se ter o
cuidado de posicionar cada cubeta no espa¢o correspondente a amostra
nomeada no programa. Para compreender melhor, ler o quadro abaixo e
observar a Figura 78 e a Figura 79.

O primeiro espaco no espectrofotometro (aquele mais
distante do usuario) corresponde a Sample 1-1 no programa;
o segundo, a Sample 2-2; e assim por diante. Logo, a ordem
em que as cubetas estdo posicionadas é fundamental. Por

exemplo: se a Sample 1-1 foi nomeada como “Tartrazina
0,001%”, deve-se certificar de que a cubeta contendo essa
solucdo esteja encaixada no primeiro espago do
espectrofotometro.

Sample 1-

Figura 78: correspondéncia entre os espagos no espectrofotdmetro e os nomes das amostras no programa.

| Postion | Use |Sample Name | Descripl
1 I~ [Sample 11
| 2 r sample 2-2
| 3 r |San ple 3-3
| 4 | 5 |Sample 4-4
| ; .r: X

Figura 79: correspondéncia entre os espagos no espectrofotometro e os nomes das amostras no programa.
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7.2.14. Com as cubetas posicionadas e a tampa fechada, clicar no icone “GO Scan”
no centro superior da tela para iniciar a leitura das amostras. Enquanto o processo
estiver em andamento, os botdes abaixo da barra de ferramentas se tornarao
cinzas (inacessiveis), como mostra a Figura 80. O processo estara encerrado

quando os botdes voltarem ao colorido e os graficos estiverem concluidos, Figura
81.
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Figura 80: em A o icone “GO Scan”; ao ser pressionado, os botdes abaixo da barra de ferramentas se tornarao
cinzas (B) e voltardo ao colorido somente ao final da leitura.
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Figura 81: exemplos de graficos obtidos para diferentes amostras. Observar que a cor do nome de cada
amostra corresponde a cor de seu grafico.

7.2.15. Ao fim da leitura, selecione a(s) curva(s) que se deseja salvar clicando no
quadrado ao lado de seu nome, na coluna “Use” (Figura 81). Em “File”, selecionar a
opcdo “Save Marked Scans” (Figura 82). Salve-a(s) na subpasta individual, na
pasta com o nome do responsavel pela pesquisa ou orientador. Essa op¢ao salvara
o arquivo em um formato que s6 podera ser lido no proprio programa DU 800
Spectrophotometer - ele é util para consultar posteriormente os graficos obtidos.
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Figura 82: a opgdo “Save Marked Scans”.

7.2.16. No centro superior da tela, clicar no icone “Clear”. Os graficos
desaparecerao da tela, Figura 83.

sdiRgad (Tl Lol Match (a0
sdiScan | |« Clear s

is Help

Figura 83: icone “Clear”.

7.2.17. Apés ter dado “Clear”, apagar as luzes visivel e UV clicando em seus icones
correspondentes, se ndo desejar realizar a afericao de outras solucdes (neste caso,
apenas insira as novas solugdes e repita o procedimento). Perceba que os icones se
tornardo cinzas e que, na parte frontal do espectrofotometro, os LEDs “D2 LAMP” e
“TUNGSTEN LAMP” se apagarao (Figura 84).

!Fz 3|4|s5|6
D2 LAMP

TUNGSTEN
LAMP

Figura 84: desligamento das lampadas.

7.2.18. Para abrir os dados da curva obtida em outros computadores que ndo
possuam o software do espectrofotometro, é possivel salva-los no formato “csv”,
compativel com o Excel. Para isso, clique no icone “Open File” no centro superior
da tela (Figura 85) e selecione o arquivo que foi salvo anteriormente no item
7.2.15.

7Figura.1 85: fcone “Open File”.
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7.2.19. Com a curva aberta, clique em “Tools” na barra de ferramentas e selecione
a op¢do “Data Export” (Figura 86). Novamente, salve os dados na subpasta
individual, na pasta com o nome do responsavel pela pesquisa ou orientador.

Ba DU 800 U¥,¥is Spectrophotometer - [USBOD1: 5/N 8002176]
System Applications  Methods | Tools Diagnostic  Help

RediRead ... "
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Auto Prirt Mo :

Auto Save Mo an - yR—

Figura 86: opgdo “Data Export”, em Tools

7.2.20. Caso o usudrio deseje imprimir as curvas, a curva deve estar aberta no
programa (como instruido no item 7.2.18). Em seguida, deve-se clicar em “File” e
selecionar a op¢ao “Print” (Figura 87).

Append ... T

. Save Highlighted Scan "'E‘ """
Save Marked Scans 0

—T2000m 1|  save Mode File Aol
T o :
ed | 1200 nmimin. :

g oo | |
it o Print Preview :

ve ho Print Setup ... bbb
+ Prefix Default 0
Headers for Current Run ... H

| 254 ........................

Figura 87: op¢do “Print”, em “File”.

7.2.21. Para sair do programa, clicar em “Clear” (Figura 83). Em seguida, fechar a
janela do programa e desligar o computador. Com o computador totalmente
desligado, deve-se pressionar o botdo vermelho do quadro de forca que se
encontra na parede, logo atras do aparelho (Figura 88). Notar que todos os LEDs
na parte frontal do espectrofotometro estdo apagados (Figura 89).

Executar, ..

Fazer logoff de Administrador. ..

Figura 88: primeiro, deve-se desligar o computador (A) para, em seguida, desligar 0 éspectrofot()metro no
quadro de forga (B).
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Figura 89: observar todos os LEDs apagados na parte frontal do aparelho.

7.2.22. Abrir a tampa do aparelho, retirar as cubetas e higieniza-las (consultar o
item 8. Limpeza das vidrarias).

8. Limpeza das vidrarias

Entre as bancadas de niimero 3 e 4 esta localizada a pia para a lavagem dos
materiais do laboratério. Ali se encontram a esponja, o detergente, as escovas
cilindricas, a toalha e o galdo de agua destilada (Figura 90).

L ;\‘ws- »»‘ 9.u

Galdo com agua destilada
——

.'1'-25.’. -
Figura 90: pia do laboratério com os utensilios necessarios para a lavagem das vidrarias.
A frente da pia esta localizada a estufa para secagem e esterilizacdo. Ela
deve ser aberta puxando a porta pelo canto superior esquerdo, como ilustra a
Figura 91. Esse movimento deve ser feito com forc¢a, pois a porta oferece certa
resisténcia.
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Figura 91: em A, a localizagdo da estufa para secagem e esterilizacdo das vidrarias; em B, o modo correto de
abri-la.

Na pia, todas as vidrarias devem ser lavadas com 4gua da torneira,
esfregando cuidadosamente suas superficies internas e externas com esponja e
detergente. Para objetos estreitos, como baldes volumétricos e cubetas, deve-se
utilizar uma escova de didmetro adequado para atingir a base da vidraria (Figura
92).

o

Figura 92: ex

Apé6s a lavagem, enxaguar o interior das vidrarias com agua destilada
retirada do galao (Figura 93).
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Figura 93: enxague das vidrarias em agua destilada.

Figura 94: vidraria sendo col

ocada na estufa.

Antes de deixar o laboratorio, deve-se fazer uma
vistoria pelas bancadas e equipamentos
utilizados, conferindo a higienizagdo dos

utensilios, o adequado desligamento dos
aparelhos e a organizac¢do do espaco.

Escorrer o excesso de agua e, em seguida, depositar o a vidraria na estufa
com a sua abertura virada para baixo (Figura 94).
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