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Resumo

A etapa de preparo de amostra traz consigo inumeros entraves como a alta demanda
de tempo e custo, além de estar associada como a etapa de maior fonte de erro em
uma andlise quimica, principalmente quando realizada de forma manual em altas
frequéncias. Desta forma, o presente trabalho propde a construgéo e avaliagdo de um
dispositivo automatizado de preparo de amostras para extracdes assistidas por
campos elétricos. Além disso, o trabalho visa a aplicacdo para a extracdo de
doxorrubicina em amostras de urina sintética e determinacao via analise de imagem
digital (DIA) e espectrofotometria UV-Vis. Para que fosse possivel alcangar os
objetivos estimados, foi feita a construcao do hardware utilizando pecas impressas em
uma impressora 3D e componentes eletrdnicos amplamente utilizados em protétipos
nas mais diversas areas. Em seguida, o codigo controle foi desenvolvido e avaliado
utilizando a linguagem C++ para a finalidade de realizacdo das operagfes unitarias
automatizadas. A prova de conceito do dispositivo € apresentada de forma qualitativa
através da extracao do corante catidnico violeta genciana. Na aplicacdo do sistema,
foram avaliadas diferentes condicbes para aquisicdo da imagem e os fatores que
influenciam na eletroextragdo, como porcentagem de solvente organico na fase
doadora, diluicdo da amostra e agitacdo do sistema de forma univariada e por métodos
multivariados como potencial elétrico e tempo, sendo definido como condicfes étimas,
o potencial elétrico de 300V, tempo de 20 minutos, porcentagem de acetonitrila na
fase doadora de 37,5%, diluindo-se a amostra em agua deionizada (1:1,v/v),
aplicando-se agitacdo durante o processo. O método apresentou linearidade apenas
para DIA na faixa de 0,4 — 1,4 ug mL, sendo necessaria uma otimizacdo mais
eficiente para o método envolvendo espectrofotometria UV-Vis. As outras figuras de
merito avaliadas (precisao, limite de quantificacdo e recuperacao) foram satisfatorias,
tendo em vista que o objetivo do trabalho € a demonstracédo e funcionalidade do

dispositivo automatizado.

Palavras-chave: Eletroextragdo multifasica. Analise por imagem digital.
Doxorrubicina. Dispositivo automatizado. Espectrofotometria UV-Vis.



Abstract

The sample preparation step brings with it numerous obstacles such as the high
demand for time and cost, in addition to being associated with the step with the greatest
source of error in a chemical analysis, especially when performed manually at high
frequencies. Thus, this work proposes the construction and evaluation of an automated
sample preparation device for extractions assisted by electric fields. In addition, the
work aims at the application for the extraction of doxorubicin in synthetic urine samples
and determination via digital image analysis (DIA) and UV-Vis spectrophotometry. In
order to achieve the estimated objectives, the hardware was built using parts printed
on a 3D printer and electronic components widely used in prototypes in the most
diverse areas. Then, the control code was developed and evaluated using the C++
language for the purpose of performing the automated unit operations. The proof of
concept of the device is presented in a qualitative way through the extraction of the
gentian violet cationic dye. In the application of the system, different conditions for
image acquisition and the factors that influence the electroextraction were evaluated,
such as percentage of organic solvent in the donor phase, sample dilution and agitation
of the system in a univariate way and by multivariate methods factors such as electric
potential and time , being defined as optimal conditions, the electrical potential of 300V,
time of 20 minutes, percentage of acetonitrile in the donor phase of 37.5%, diluting the
sample in deionized water (1:1, v/v), applying agitation during the process. The method
showed linearity only for DIA in the range of 0.4 — 1.4 ug mL%, requiring a more efficient
optimization for the method involving UV-Vis spectrophotometry. The other evaluated
figures of merit (precision, quantification limit and recovery) were satisfactory,
considering that the objective of the work is the demonstration and functionality of the

automated device.

Keywords: Multiphase electroextraction. Digital image analysis. Doxorubicin.

Automated device. UV-Vis spectrophotometry.
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1 INTRODUCAO

Quando uma analise quimica envolve trabalhar com matrizes complexas tais
como fluidos biolégicos, alimentos, solos, entre outros, é frequentemente necessario
o0 emprego de técnicas de preparo de amostras. Isso ocorre dado os elevados teores
de compostos interferentes tais como proteinas, lipidios, compostos ibnicos ou
ionizaveis e outros compostos organicos. Além dos interferentes, normalmente, a
substancia de interesse encontra-se presente em baixas concentracdes na matriz 3.

A etapa de preparo de amostra € considerada muitas vezes a etapa mais lenta,
critica e de maior custo em uma analise quimica, especialmente quando executada
de forma manual e com muitas etapas. Essas caracteristicas estdo atreladas a
condicdo de que essa € uma etapa frequentemente estressante para o analista, pois
€ passivel de suceder contaminac¢@es (pelo ar, vidrarias ou impureza dos reagentes)
e/ou perdas do analito (por decomposicdo, volatilizacdo ou adsorcao nas paredes
internas do recipiente) 4. Além do mais, dependendo das propriedades fisicas da
amostra e dos analitos, sdo necessarios a aquisicdo ou o desenvolvimento de novos
dispositivos para sua conclusao. Desta forma, € comum que ocorra o aprimoramento
das técnicas convencionais visando contornar essas limitacbes sem alterar
bruscamente o método e comprometer a qualidade do resultado.

Inimeras técnicas foram desenvolvidas objetivando a remocdo desses
interferentes, a limpeza da amostra (clean-up) e a pré-concentracdo do analito. A
escolha e emprego dessas técnicas pode influenciar diretamente os processos de
separacao, deteccdo e quantificacdo da substancia alvo no método desenvolvido.
Como exemplo destas técnicas, vale destacar as extracdes liquido-liquido (LLE —
liquid-liquid extraction) e a extracdo em fase solida (SPE — solid phase extraction), as
guais sao amplamente difundidas no meio cientifico, na indastria e laboratorios
especializados em andlises clinicas >.

Com a exigéncia de aprimorar a seletividade, precisado, reprodutibilidade das
analises bem como fundamentar-se nos principios da quimica verde, processos e
estratégias foram desenvolvidos ao longo do tempo como, por exemplo, a
miniaturizacdo das técnicas convencionais de preparo de amostra. A titulo de
exemplo, as microextracbes sejam em fase solida (SPME - solid phase

microextraction) ou em fase liquida (LPME - liquid phase microextraction) foram
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propostas para estas finalidades. Ambas apresentam vantagens sobre as técnicas
convencionais originais, a destacar: a diminuigéo do volume de amostra e solventes,
obtencdo de um maior nivel de pré-concentracdo do analito e reducdo do tempo de
andlise "°.

Uma outra abordagem ainda mais recente no desenvolvimento das técnicas de
preparo de amostras € a aplicacdo de forcas auxiliares em processos extrativos, como
0 uso de campos elétricos que podem contribuir de forma direta para a obtencéo das
vantagens mencionadas acima. Essas técnicas se exploram a eletromigracdo dos
analitos (eletricamente carregados) para favorecer a cinética de transferéncia entre
fases e consequentemente o aumento da eficiéncia de extragdo. Na comunidade
cientifica, esse tipo de abordagem vem ganhando destaque nos ultimos anos como
pode ser comprovado pelo numero de artigos referente a esse tema, que esta em
constante crescimento nos ultimos vinte anos, conforme apresentado na Figura 1,

abaixo:
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Anos de Publicagao

Figura 1. Artigos publicados nos altimos 20 anos relacionados a extracdes assistidas por campos
elétricos. Pesquisa realizada no banco de dados “Web Of Science” em 23/03/2022 utilizando as
seguintes palavras-chave: “electroextraction”;” electro extraction”; “electromembrane extraction”;
“electro-membrane extraction”; “electric field-assisted solid-phase extraction”.

A area de instrumentagdo analitica voltada para o desenvolvimento de novos

dispositivos e materiais para o preparo de amostras ainda é pouco explorada no Brasil,
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mas avancgos significativos vém sendo observados nos ultimos anos. O objetivo é o
desenvolvimento de instrumentos que sejam capazes de aprimorar a seletividade, a
robustez, a reprodutibilidade, diminuir o tempo de analise e, até mesmo, hifenar a
técnica de preparo de amostra com os sistemas de deteccdo. A tecnologia de
impresséo 3D vem sendo bastante utilizada para esses propdsitos pois traz com ela,
vantagens consideraveis das quais vale destacar: a versatilidade de construcdo de
pecas em diferentes tamanhos e formatos; o baixo custo do hardware e do material
de impresséao; a facilidade no manuseio do equipamento e do software, que nao
requerem uma pessoa especializada para o seu uso!®!, Inimeros trabalhos foram
elaborados nos udltimos anos implementando essa tecnologia, como por exemplo,
novos formatos para colunas cromatogréaficas 12, dispositivos para diferentes técnicas
de extracdo 314, e até mesmo novos materiais sorventes para extragdo em fase soélida
15.

Os diferentes seguimentos de laboratérios de andlises quimicas (andlises
clinicas, toxicolégicas, forenses, controle de qualidade, fiscalizacdo e
desenvolvimento) tém exigido cada vez mais agilidade, reprodutibilidade, precisao,
exatiddo em suas andlises e necessitam trabalhar com matrizes extremamente
complexas e em altas frequéncias analiticas. Para atender essas necessidades se faz
necessario o desenvolvimento de dispositivos de preparo de amostras capazes de

suprir com eficiéncia essas demandas.

1.1 Objetivos Gerais

Desenvolver e avaliar um dispositivo automatizado de eletroextracao
multifasica (MPEE — Multiphase electroextraction); aplicar o sistema na extracdo para
o desenvolvimento e validacdo de um método de determinacdo de doxorrubicina
(DOX) em amostras de urina e quantificacdo via anélise de imagem digital (DIA —

Digital Image Analysis) e espectrofotometria na regido do visivel.
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1.2 Objetivos especificos

Construir e avaliar o hardware do dispositivo utilizando desenhos, impressao
3D e montagem dos componentes eletrbnicos para as funcdes automatizadas do
sistema.

Escrever e avaliar o codigo que serd empregado para realizar as operacdes
unitarias realizadas pelo operador através de um microcontrolador.

Realizar a prova de conceito do dispositivo na extracdo qualitativa de um
composto modelo.

Desenvolver um método de extracdo do quimioterapico DOX em amostra de
urina sintética para posterior quantificacéo por DIA e espectrofotometria UV-Vis.

Otimizar parametros que influenciam a eletroextragdo como: tempo de
extracdo, potencial elétrico aplicado, agitacdo e percentual de solvente organico na
fase doadora.

Validar o método de preparo de amostra e analise empregando DIA e

espectrofotometria UV-Vis.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Eletroextracéao

As técnicas de preparo de amostra convencionais, como as citadas na se¢éo
de introducdo dessa dissertacao, viabilizam a pré-concentracdo dos analitos, clean-
up da amostra e, consequentemente, a expansdo dos limites de deteccdo e
guantificacdo das técnicas analiticas empregadas. Porém, o elevado tempo, consumo
de solventes organicos e amostra foram limitadores e pontos chave para justificar a

criacdo de novas estratégias aplicaveis nas etapas de tratamento de amostra °.

A adocéo do campo elétrico como for¢ca motriz auxiliar, combinada as técnicas
convencionais de preparo de amostra, vem sendo difundido ao longo dos anos e esta
sendo apresentado como uma estratégia eficaz para contornar as limitacdes descritas
(elevado tempo, consumo de solventes organicos e amostra) e aumentar a eficiéncia
de extracdo. A eletrodidlise 18, eletroextracdo em membrana (EME - electromembrane
extraction)!’, eletroextracdo em fase sélida (E-SPE - electric field — assisted solid
phase extraction)!8, eletrodispersdo da matriz em fase sélida (E-MSPD - electrical field
assisted matrix solid phase dispersion,)'°, e as eletroextracées multifasicas (MPEE -
multiphase electroextraction,) 20?2 sdo exemplos de técnicas que recorrem aos
campos elétricos como for¢a auxiliar no processo extrativo. O principio destas técnicas
esta baseado na eletromigracéo de espécies idbnicas ou ionizaveis em um sistema de
extracdo, através da aplicacdo de campos elétricos entre uma fase doadora (amostra)
e uma fase aceptora. Desta forma, os analitos carregados migram em direcao a fase
na qual se encontra o polo de carga contraria segundo sua mobilidade eletroforética.
Com isso, a técnica além de trazer consigo uma alta seletividade frente as técnicas
convencionais ja que a magnitude e direcao do campo elétrico podem ser controlados,
pode ser também aplicavel em diferentes amostras, haja vista que inUmeras espécies

encontradas em diversas matrizes possuem a capacidade de serem ionizaveis 523,

Porém, somente em 2006 essa estratégia comecgou a ser amplamente difundida
na comunidade cientifica através do trabalho de Pedersen-Bjergaard e Rasmussen?’,
por meio do surgimento da eletroextragdo em membrana (EME -electromembrane
extraction), a qual teve seu fundamento baseado na microextragdo em fase liquida

com fibra oca (HF-LPME - hollow fiber liquid phase microextraction) onde os analitos



22

séo transferidos da fase doadora (amostra) para a fase aceptora apenas por forcas
difusivas e convectivas. Ja na EME (Figura 2), a migracdo dos analitos ocorre tanto
por difusdo e conveccédo quanto pelo auxilio do campo elétrico aplicado entre as fases,
as quais sao separadas por uma fina camada de solvente organico impregnada em
uma fibra oca de polipropileno, denominada membrana liquida suportada (SLM -
supported liquid membrane). Os analitos contidos na fase doadora aquosa se
encontram na sua forma iénica para, com o auxilio do campo elétrico, migrarem para
a fase aceptora também aquosa (que deve ser acida para analitos basicos e alcalina
para analitos acidos), passando pela membrana liquida suportada. Os interferentes
também contidos na matriz, proteinas e outros compostos de baixa e alta massa
molecular sdo retidos por essa membrana, possibilitando assim, o clean-up da

amostra.

A 4

|5

« (d)
(e) >/

Figura 2. Esquema ilustrativo da EME para analitos basicos. (a) eletrodos conectados a
uma fonte eletroforética; (b) fase aceptora contida no limen da fibra oca; (c) membrana
liquida suportada (SLM); (d) fase doadora; (e) agitador magnético.

Ja no ano de 2013, uma nova configuracéo para eletroextracéo foi desenvolvida
por Raterink e colaboradores 4. Nesse sistema, os autores apresentaram um sistema
trifasico (liquido-liquido-liquido) dispensando a SLM e substituindo-a por uma fase
organica denominada membrana liquida livre (FLM - Free Liquid Membrane) que
separou a fase doadora da fase aceptora, sendo a Ultima, composta por uma gota

pendente suportada em uma ponteira condutora. Essa configuragao (Figura 3A) foi
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aplicada para eletromigragdo de acilcarnitinas contidas em amostras de plasma
humano (fase doadora) até a fase aceptora, que foi analisada diretamente por
espectrometria de massas. A utilizacdo do filtro organico livre, trouxe excelentes
resultados quanto a seletividade da técnica, ja que foi possivel reter proteinas contidas

na amostra.

Mesmo com todos os beneficios propostos no sistema trifasico, foi observado
gue a fase aceptora como uma gota suspensa, conferia baixa estabilidade fisica e
qguimica quando aplicado potenciais elétricos elevados (acima de 250 V). Para
contornar essa limitacdo, Orlando et al. (2017, 2019) 252!, produziram uma
configuracdo multifasica (liquido-liquido-liquido suportado em um sdélido) (Figura 3B)
em um sistema multipocos onde foi possivel realizar até 66 extracdes simultaneas. A
fase organica permaneceu livre e foi denominada como filtro organico (FO) devido a
capacidade de reter interferentes; a fase aceptora (FA) consistiu em um suporte sélido
(cone odontolégico constituido em sua maior parte por celulose) embebido com a
solucéo aceptora (solucao eletrolitica). Nesta proposta multifasica (MPEE - multiphase
electroextraction) foi possivel obter uma maior estabilidade da fase aceptora, elevada
eficiéncia de extracdo, além da pré-concentracdo dos analitos devido as
caracteristicas do suporte sélido poroso. Esse sistema foi aplicado na extracdo do
corante catidnico violeta genciana em amostras de extrato de musculo de peixe e
obteve-se excelentes resultados com limite de deteccéo igual a 1,37 ng mL* utilizando
um scanner de mesa convencional para andlise de imagens digital ?*. Moreira (2017)
26 @ Sousa et al. (2020) 22, também aplicaram esse dispositivo para extracdo de
cocaina e lidocaina em amostras de saliva artificial e posterior identificacdo e
guantificacédo via UHPLC-MS/MS.

Com o avanco das técnicas de preparo de amostra que aplicam campos
elétricos foram propostos alguns modelos que permitiram compreender o0 mecanismo
da transferéncia de massa nesse tipo de técnica e quais fatores contribuem para sua
maior eficiéncia. Para as técnicas trifasicas (e.g. aquoso-organico-aquoso da EME)
Huang et al.?” e Seip et al.?® apresentaram um modelo que descreve o fluxo de ions
através da SLM e sua dependéncia com tempo de extracdo. No modelo proposto,
leva-se em consideracao que existe um tempo de permanéncia do analito na SLM ( tag)
e que o transporte através da membrana liquida suportada € um passo determinante

na extracao. As equacdes 1 e 2, mostram como a concentragdo do analito varia com
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o tempo na fase aceptora, onde Cui (t) € a concentragdo do analito /na fase aceptora
ao longo do tempo, Vb é o volume da fase doadora, C?p; € a concentracédo inicial do
analito 7/ na amostra, Cp; (t) € a concentracdo do analito i na amostra ao longo do
tempo, K*s € a constante de distribuicdo do analito 7em funcdo do potencial aplicado,

Vm € 0 volume utilizado para SLM e I/; 0 volume da fase aceptora.

Cai(t) =0  parat < t, Equacao 1

Vp Cpi— Cpi()(VD+Kp.Vim)
Va

Cui(t) = parat =ty Equacao 2

Essas equacBes nos mostram que do inicio da eletroextracao (t=0) até o tempo
de permanéncia do analito na SLM (#ag), a concentracdo da substancia alvo na fase
aceptora é nula tendo em vista que nenhuma de suas moléculas teriam migrado
atingido essa fase. Em contrapartida, para tempos maiores ou iguais a ti.g € possivel
encontrar o analito na fase aceptora através de processos difusivos e eletroforéticos,
sendo sua concentracao calculada pela diferenca entre a quantidade de matéria inicial
na fase doadora (amostra) e a quantidade de matéria do analito ao longo do tempo
excedente na amostra e na SLM. Na Equacdo 3 é demonstrado como o coeficiente de
distribuicdo (K" € dependente diretamente do potencial elétrico aplicado entre a fase
doadora e a SLM, onde Z; é a carga do analito 7, €& a constante de Faraday, R € a
constante dos gases ideais, 7 € a temperatura, A} ¢ € o potencial elétrico galvanico
aplicado entre a fase doadora e a SLM e A} ¢ se trata de uma propriedade relacionada

a hidrofobicidade da substancia de estudo.

* ZiF ~
Ki = exp (— (A% ¢ — AF o)) Equacéo 3

Em outra perspectiva, ha a proposta de calcular a concentracdo do analito na
fase doadora (amostra) ao longo do tempo (Cpi (¢)) através da Equacgéo 4, em que o

termo As € a area superficial ativa da SLM, P;P~4 é o fator de permeabilidade do analito
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na SLM, té o tempo, Vb € o volume de amostra e € Y%; é a concentracao inicial do
analito na amostra (em t=0).

0 —Af.PiD_)A ~
Cpi(t) = Cp; .exp (V— t) Equacao 4
D

Percebe-se pelas equacdes que a eficiéncia de extracao possui a tendéncia de
aumentar juntamente com o aumento do tempo e da voltagem aplicada. Porém, se
esses parametros ndo forem controlados pode-se gerar imprevistos indesejaveis
como eletrélise e aquecimento do sistema por efeito Joule. A eletrélise € um processo,
no qual ocorrem reacdes quimicas devido a passagem de corrente elétrica em um
determinado sistema aquoso (Equacdes 5 e 6). Na eletroextracdo, como os eletrodos
estdo inseridos tanto na fase doadora quanto na fase aceptora aquosas, essas
reacdes irdo ocorrer durante a passagem de corrente elétrica no sistema, mas se
observadas de forma excessiva podera alterar o coeficiente de particdo do(s)

analito(s) através da mudanca do pH dessas fases 21,

H20 (aq) — Y2 O2 (g) + 2H* (aq) + 2~ (anodo) Equacdo 5

2H*@aq) + 26" — H2 (g) (catodo) Equacédo 6

J& o efeito Joule pode ocorrer devido a alta taxa de movimentacéo de ions na
solucdo caracterizado pelo aumento da passagem de corrente elétrica, produzindo
maior quantidade de calor e consequentemente, aquecimento do sistema. Isso pode
resultar em consequéncias indesejaveis como instabilidade ou descontinuidade
eletroforética e provocar a dissolu¢cdo e/ou evaporacdo do solvente, acarretando

interrupcédo da eletromigracéo e perda de eficiéncia de extragdo 30315,

Fatores qualitativos também sdo importantes para garantir a maxima
capacidade extrativa. Dentre eles, a escolha do solvente organico utilizado para SLM
ou FLM é determinante para seletividade do processo e aumento da eficiéncia de
extracdo. Pedersen-Bjergaard e colaboradores e Schappler e colaboradores 3233
relataram que para a escolha do solvente organico, certas caracteristicas devem ser

respeitadas para um melhor funcionamento do sistema, tais como: o solvente possuir
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baixa solubilidade em &gua; ndo ser muito voléatil para ndo ocorrerem perdas por
evaporacdo; baixa viscosidade para melhor permeabilidade do analito na fase
organica; baixa condutividade. Alguns trabalhos evidenciam também que, para
analitos basicos (protonados), solventes que possuam a caracteristica de serem
aceptores de H* sdo muito eficientes, ja que efetuam ligagdes de hidrogénio com a
substancia alvo. Um exemplo é o NPOE (2-nitrofenil octil éter), o qual é empregado
em extracdes de compostos basicos ndo polares ou de baixa polaridade (log P > 1,5).
Se o analito for mais polar (log P < 1,5), se faz a adicdo de moléculas carreadoras ao
solvente utilizado na SLM e/ou FLM, como por exemplo, o DEHP (di (2-etilhexil-
fosfato)) e TEHP (tris (2-etilhexil-fosfato)) que facilita as interagdes entre o analito e o
carreador através da formacéo de pares i6nicos, aumentando assim, a transferéncia
de massa pelo filtro organico. Para analitos acidos (desprotonados), alcoois como o
1-octanol sdo os mais indicados para serem aplicados como solvente formador da
SLM/FLM, por possuirem grupos doadores de proton capazes de realizar ligagfes de

hidrogénio com o composto alvo.

2.2 Automacéo

A automacéao das técnicas de preparo de amostra nos laboratorios de analises
clinicas, forenses e toxicologicas, também pode ser empregada para obter maiores
frequéncias analiticas, além de reduzir as etapas manuais e o consumo de solventes
organicos. Essa estratégia, que também pode se aliar a impressdo 3D, possui
inimeras aplicac6es como: dissolucao, aspiracdo e dispersédo da amostra, bem como
o acoplamento direto da amostra ou do seu extrato com o sistema de deteccéo 34. O
gue é bastante comum de encontrar na literatura dentro deste vasto universo da
automacdo em preparo de amostra € o desenvolvimento de dispositivos chamados
plates 96 well que s&o placas multipogcos desenvolvidas para acomodar as amostras
e possibilitar extra¢cdes ou analises simultaneas aumentando o rendimento das etapas.
Elas tem como principal vantagem a reducdo do tempo, aumento da reprodutibilidade
além de permitir trabalhar com volumes reduzidos de amostra 3°37. Tem-se também o
acoplamento on-line, in-line ou off-line desses dispositivos com o sistema de detecc¢ao.
No acoplamento on-line o sistema de preparo de amostra e deteccdo estédo

conectados atraves de um dispositivo automatizado para a transferéncia do extrato
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contendo o analito; no in-line o sistema utilizado para o preparo da amostra é disposto
no interior do sistema de deteccdo ou vice-versa; ja no off-line o procedimento de
preparo de amostra é realizado de forma independente e previamente a etapa de

deteccéo, sendo os analitos transferidos de forma manual38-40,

2.3 Doxorrubicina

A DOX é um farmaco quimioterapico com atividade antitumoral pertencente a
classe das antraciclinas 1. Em 1960 esse agente antineoplastico foi um dos primeiros
compostos desta classe a ser identificado e isolado a partir de culturas do fungo

Streptomyces peucetiusvar caesius 4?43,

A DOX é amplamente usada no tratamento de diversos tipos de cancer como o
de mama, ovario e pulmao 44, Apesar de ser eficiente no seu propésito, o uso clinico
da DOX é limitado devido aos efeitos colaterais intrinsecos desse farmaco, sendo
necessario avaliar tanto as concentracdes desse composto em fluidos biolodgicos
guanto a prépria exposicdo pelos profissionais da salude tendo em vista que é

considerada uma droga perigosa para manipulagdo®>4.

2.3.1 Propriedades fisico-quimicas

A doxorrubicina é um antineoplastico frequentemente encontrado na forma de
cloridrato. A DOX consiste em um solido vermelho/alaranjado, cujo nome IUPAC é
(7S,9S9)-7-[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hidroxi-6-metilloxano-2-iljoxi-6,9,11-trihidroxi-9-
(2-hidroxiacetil)-4-metoxi-8,10-dihidro-7H-tetraceno-5,12-diona (PUBCHEM, 2022).

Na Figura 4, a estrutura quimica da DOX esta representada e em seguida na
Tabela 1, sdo descritas as principais caracteristicas fisico-quimicas e o CAS da

substancia alvo.



28

NH:

Figura 4. Estrutura quimica da doxorrubicina. Fonte: PUBCHEM, acesso em 20/06/2022

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas e CAS da doxorrubicina

Propriedades DOX

N° CAS 23214-92-8
Cor/Forma Solido vermelho cristalino
Prusao 230 °C

Log P 1,27

Massa molar 543,52 g mol?

pKa 7,34, 8,46
Solubilidade em agua (25°C) 2,6 mg/L

2.3.2 Propriedades toxicoldgicas

O uso clinico da DOX pode trazer efeitos adversos aos pacientes como enjoo,
diarreia, nausea, perda de cabelo e vermelhiddo da urina . Além disso, a sua
aplicabilidade para fins medicinais pode conduzir uma série de prejuizos a saude
como cardiopatia irreversivel, aumentando a probabilidade de ocorréncia quando

acumulado no organismo “°.

O Instituto Nacional de Seguranca e Saude Ocupacional (NIOSH - National
Institute for Occupational Safety and Health) possui uma lista de agentes
antineoplasticos considerados maléficos para manipulacdo e aplicacdo #’. Ja a
Administracéo de Alimentos e Medicamentos (FDA - Food and Drugs Administration)
classificou essa substancia como categoria D por possuir evidéncias em acarretar

riscos a fetos humanos “8.
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2.3.3 Analise de doxorrubicina em fluidos biolégicos

Na literatura ha diversos trabalhos envolvendo métodos para determinagéo da
DOX em fluidos biolégicos, conforme apresentado na Tabela 2. Nota-se que para a
determinacao da DOX em fluidos bioldgicos as técnicas de preparo de amostra mais
utilizadas séo a extracao liquido-liquido (LLE - liquid-liquid extraction) e a extragdo em
fase solida (SPE - solid-phase extraction) e essas técnicas as vezes sao combinadas
com algum método de desproteinizacdo, como a precipitacdo proteica (PP). Ja para
identificacdo e quantificacdo desse analito, a cromatografia liquida é a mais utilizada

para esses propositos.

Tabela 2: Revisdo das técnicas de preparo de amostra e métodos analiticos para deteccao

e guantificacdo da DOX em fluidos biolégicos

Amostra Preparo de Determinacéio LOD/LOQ Faixa linear Ref.
amostra (ng mL?) (ng mL?)

Plasma e saliva humana LLE + PP HPLC-FLD 0,75/2,5 2,5-2500 49
Plasma humano SPE HPLC-FLD 0,2/1 1-100 50
Plasma humano SPE HPLC-MS/MS NE/7,2 7,2-984 51

Soro de rato PP HPLC-FLD NE/10 10-2500 52
Soro humano Online SPE HPLC-UV 100/500 500-25000 53
Soro humano SPE HPLC-ESI-MS 1/2,5 2,5-2000 54
Urina humana LLE UHPLC-FLD 20/100 100-2000 41

Plasma de rato PP HPLC-UV 500/1000 1000-50000 42
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Tabela 2. Continuacao

Preparo de ] LOD/LOQ Faixa linear
Amostra Determinacéo Ref.
amostra (ng mLY) (ng mLY)
Plasma humano PP + LLE CE-LIF NE/2000 2000-50000 55
] 16002 e
Sangue e Plasma LLE UV-Vis 1200 200-10000 45

LOD: Limite de detecgéo; LOQ: Limite de quantificacdo; Ref: Referéncia; LLE: Extragao liquido-liquido; PP: Precipitagdo proteica;
HPLC-FL: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia; SPE: Extragdo sélido-liquido; HPLC-MS/MS:
Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de massas sequencial; HPLC-UV: Cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector ultravioleta; HPLC-ESI-MS: Cromatografia de alta eficiéncia acoplado ao espectrdmetro de massas com
ionizagao por eletrospray; CE-LIF: Eletroforese capilar com deteccéo de fluorescéncia induzida por laser; NE: N&o especificado; @

LOD em amostra de sangue; ® LOD em amostra de plasma.

Vale destacar que no periodo de busca, ndo foi encontrado nenhum trabalho
gue envolva métodos envolvendo eletroextracao para esse analito, embora possa ser

uma ferramenta muito Util para o incremento da seletividade da analise.

2.4 Anélise por imagem digital e espectrofotometria UV-Vis

Quando se deseja um recurso capaz de fornecer rapidez, baixo custo, eficiéncia
e simplicidade na etapa de aquisicdo e tratamento dos dados quimicos, a analise por

imagem digital (DIA - Digital Image Analysis) € uma 6tima escolha.

Na literatura € encontrado uma gama de trabalhos que envolvem o emprego da
analise por imagem digital nos mais diversos campos do conhecimento. Sua
versatilidade é comprovada pelo fato de utilizar diversos instrumentos de baixo custo
e facil acesso como smartphones, escaners e cameras digitais concedendo a
possibilidade de realizar as analises tanto em um laboratério quanto in situ. Como
exemplo, tem-se 0s seguintes trabalhos publicados: determinagédo de titanio em
plasticos e calcio em agua dura fazendo uso de ferramentas quimiométricas e uma
camera digital para a aquisicdo das imagens °657; quantificacdo de corantes
alimenticios em produtos comerciais utilizando um scanner de mesa e um smartphone
para adquirir as imagens %859 determinacdo de adulteracéo de leite de vaca a partir

de um scanner de mesa para obtencdo das imagens ®°; quantificacdo de corantes
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artificiais em balas e bebidas ndo alcodlicas empregando um smartphone e um
scanner de mesa na captagdo das imagens °'; quantificacdo de corantes da classe
triariimetanos em agua e extrato de peixe através de um smartphone e um scanner de
mesa %221, extracOes assistidas por campos elétricos de fenazopiridina em urina e ions
Ni (II) em amostras de chocolate fazendo o uso de um smartphone na aquisicdo das

imagens 6364,

Como dito, a técnica de analise por imagem digital pode ser empregada através
da aquisicdo de uma imagem digital por diferentes ferramentas como escaners,
smartphones e cameras digitais. A obtencdo das informagdes contidas na imagem
adquirida pode ser feita através da sua decomposicdo em diferentes sistema de cores
existentes. O sistema RGB é o mais frequente para quantificacdo por imagens digitais
e se baseia ha combinacédo e adicdo das intensidades das cores, vermelho (red), verde
(green) e azul (blue) gerando uma grande variedade de tons possiveis através do
arranjo entre elas 1. Em uma imagem digital a unidade formadora é chamada de pixel
o qual é constituido da combinacdo das trés cores. Para cada cor ha um canal
especifico significando sua intensidade variando de O (auséncia de cor) a 255
(intensidade méaxima dessa cor). Desta forma, o arranjo dos canais pode fornecer mais
de 16 milhdes (255°%) de tonalidades de cores diferentes, como visto na Figura 5

abaixo 616566

R

255 255

Figura 5. Espaco tridimensional e formacgéo de cores no sistema RGB.
Adaptado de: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:RGBCube_a.svg
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Ha uma grande diversidade de programas computacionais disponiveis para o
tratamento dos dados de imagem digital. A grande maioria é acessivel, sem custos e
facil manuseio e interpretacdo, possuindo ferramentas que permitem decompor a
imagem adquirida através da delimitacdo de uma area especifica, sendo cada ponto
dessa regido um pixel. Da area selecionada, € gerado entdo, um histograma de
frequéncias dessa regido delimitada para cada canal RGB. Alguns softwares como o
Image J (programa utilizado neste trabalho) fornece o valor médio do canal para cada
componente RGB. Desta forma é possivel converter a intensidade do canal referente
a cor complementar do analito em refletancia através da relacdo entre a intensidade
média do canal obtido pelo histograma e a intensidade maxima (255) no sistema RGB
65,6768 Vale destacar também que ha a tendéncia de falta de linearidade em altas
concentracGes devido a observacdo de saturacdo da cor na area analisada e por

efeitos de espalhamento da radiacéo refletida 8,

Ja a espectrofotometria UV-Vis é uma espectroscopia optica baseada na
interacdo da luz com a matéria. A luz pode ser compreendida como ondas
eletromagnéticas se propagando no espaco tendo sua energia oscilando entre um
méximo e um minimo de forma periddica. A distancia entre um méximo e um minimo
€ chamado de comprimento de onda e sua unidade de medida é o nanémetro (nm).
Cada comprimento de onda estd associado a uma energia de forma inversamente
proporcional, ou seja, quanto maior a energia de uma onda eletromagnética menor o
comprimento de onda associado. O intervalo completo de cada comprimento de onda

€ chamado de espectro eletromagnético e esta expresso na Figura 6 abaixo:

Aumento da frequéncia

10% 10 19"' 19"2 lp‘ 19‘ lp°
= ‘@‘ ‘pws
LR [ w"“@‘ o® o
10 1012 l(rl’° |<'r‘ 10° lr()' 1'0" 3

Aumento do comprimento de onda

Visible spectrum (390-780 nm)

Figura 6. Espectro eletromagnético. Adaptado de: De Caro, C.A; Claudia, H. (2015)
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A absorcao da luz de uma substancia desconhecida pode ser utilizada para sua
identificacdo e quantificagdo por um espectrofotdmetro na regido UV-Vis, através da
irradiacdo da amostra em varios comprimentos de onda. Dependendo da substancia
alvo, essa luz pode ser em parte, absorvida e a remanescente, ou seja, a transmitida
pode ser registrada por um detector, gerando assim, os espectro UV-Vis. Devido a
caracteristica de que cada substancia absorve luz de uma forma diferente, h4 uma

relacdo bem especifica entre o analito e seu espectro gerado ©°.

O principio da absorbancia pode ser aplicado para a espectrofotometria UV-
Vis, ou seja, a Lei de Lambert-Beer pode ser utilizada para essa técnica de
guantificacdo. Essa lei considera que é possivel quantificar a concentracéo (c) de um
composto absorvente através de sua absorbancia (A) sabendo-se outros parametros
como o caminho éptico (b) e a absortividade molar (€) como demonstrado na Equacao
6 abaixo:

A=¢eb.c Equacéo 6

A equacdo acima nos mostra que, ao aumentar o caminho percorrido pela
radiacdo incidente em uma solucdo contendo um analito absorvente, havera um
decréscimo de intensidade dessa radiacdo proporcionalmente a quantidade de luz
absorvida pelo composto alvo. Esse comportamento também € constatado quanto
maior a concentracao da espécie absorvente, tendo em vista que havera mais centros

absorventes disponiveis para interagir com a radiacéo °.

A transmitancia se refere justamente a porcdo da radiacdo incidente que é
transmitida pela solucdo, como demonstrada na Equacdo 7. Como os fétons
incidentes interagem com o analito absorvente, a intensidade dessa luz incidente (lo)
sofre um decréscimo a qual corresponde com a intensidade da radiacédo transmitida

(I) pela solugéo.
T=1/lo Equacéao 7

A absorbancia também pode ser relacionada com a transmitancia através de

uma relacao logaritmica, representada pela Equacao 8 abaixo:

A= -logT = -log I/lo Equacéo 8



34

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Aperfeicoamento do hardware e do codigo de controle desenvolvido

Para a confeccdo das partes fisicas do dispositivo automatizado foram
utilizados perfis de aluminio V-SLOT de 20 x 20 mm e chapas de aluminio de 4 mm.
Para a impresséo das pecas 3D foi utilizada uma impressora Ender 3 Pro do tipo FDM
(fused deposited modeling) da marca Creality (China) e filamentos de PLA. Para o
compartimento eletro-eletrénico do sistema desenvolvido foram utilizados os
seguintes componentes eletrénicos: um microcontrolador MEGA2560 da Arduino
(Italia); relés magnético da marca Songle (China) e do estado solido da marca Crydom
(EUA); fonte de aplicacéo de potencial da marca XP Power (EMCO) (EUA); motor de
passo NEMA 23 da marca Hanpose (China); display LCD Rt162-7 16x2 da Shenzen
Ruite Electronic (China); chaves mecanicas (switches); chaves digitais; médulo de
poténcia Easy Driver v4.2 da marca SparkFun Electronics (EUA); chaves fim de curso;
caixa patola; conectores; ventoinhas 40 mm; imas de neodimio; fonte de alimentacéo
chaveada 5 e 12 volts; buzzer; leds; conectores flat; conectores banana; conectores
XT60. Como suporte solido para a fase aceptora foram utilizados algoddo da marca

Apolo (Brasil).

Uma versdao inicial do hardware e do codigo de controle foi desenvolvido no
laboratério LaMS do Departamento de Quimica da UFMG. Nessa primeira versao uma
estrutura basica do movimento do eixo Z, além do funcionamento, desligamento e
outros comandos do codigo de controle foram iniciados. A partir dessa primeira versao

0 prototipo foi aprimorado e avaliada em extracdes reais e simuladas.

Os esquemas dos gabinetes eletro-eletrénico e responsavel pelo processo
extrativo do sistema automatizado desenvolvido seréo apresentados nas Figuras 7 a

10 destacando seus moédulos, suas disposic¢des e fungdes.
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Chaves switch

(1) Pausa;

(2) Acionar o motor de passo;

(3) Ajuste de polaridade;

(4) Campo continuo ou pulsado;
(5) Fonte EMCO ou fonte externa;

eee

()] () (3) (4) (5)

Tela LCD 16x2 — Exibir e visualizar mensagens
relacionadas as agdes executadas

o - el o o o sa_ e
. . . Teclas digitais
T I iR S (1) e (2) Selecionar o tempo
Io.or \-.-- / de extragdo;
e e e (3) Iniciar/Parar extragdo;
(2) (3) 4
(4) Agitagdo;

Buzzer — Aviso sonoro LED’s — Avisos visuais

Figura 7. Viséo frontal do gabinete eletro-eletrdnico.

. " o Conectores XT60— Conexdo com 0s pinos
Conectores tipo banana fémea — Conexdo com N ¥ .
referentes as chaves fim de curso, agitagdo e eletrodos
a fonte externa de eletroforese

PA =
} D15 )

Conector flat — Conexdo com
o motor de passo (4 pinos)

Tomada com chave liga/desliga —
Ligar ou desligar o sistema

Figura 8. Viséo traseira do gabinete eletro-eletrénico.
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Relé do estado sélido — Controle da aplicagdo do
potencial elétrico da fonte EMCO

Fonte EMCO - Fonte interna com

/ aplicagdo maxima de 200 V

0 @

crydonmn

Fonte chaveada — Alimentagdo do sistema

Relé eletromagnético — Controle

das ventoinhas para agitagdo do
sistema

Ventoinha — Resfriamento da fonte
que alimenta o sistema eletro-eletrénico

Médulo de poténcia — Controle do motor de passo Arduino — Microcontrolador responsével
por armazenar e executar o codigo

Figura 9. Visé&o interna do gabinete eletro-eletrdnico.

Chave fim de curso -
Limitar a altura da
base superior

Base superior — Acomodar
f ponteiras e eletrodos

| \ .
§ Motor de passo e fuso —
\ Movimentagdo vertical
% da base superior
Base inferior — A d Porta amostra — Acomodar os frascos
fntert comodaro Haste de altura ajustével — Nivelamento da base superior de amostra

porta-amostra

Figura 10. Visao frontal do gabinete responsavel pelo processo extrativo.
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O cdbdigo desenvolvido foi escrito utilizando a linguagem C++ através do
software Arduino IDE (disponivel em: https://www.arduino.cc/en/software) cuja funcao
é fornecer ao microcontrolador a sequéncia légica dos atuadores que irdo executar as
operacdes unitarias. De forma geral, as operac¢des unitarias as quais o codigo devera

executar sdo expressas no organograma da Figura 11 a seguir:

Acionamento do sistema

Mensagens e avisos iniciais

Selegdc do tempo de
extragdo

Comando para inicio da
extracio

Movimentagdo vertical da
base superior até altura
inferior pre-definida

Inicio da extragdo
(acionamento do relé do
estado solido, acionamento
do relé magnético e
contagem do tempo)

Fim de extragdo (avisos
visuais e sonoros,
desligamento dos relés)

Movimentag3o verticzl da
base superior até 2 maxima
alturs

Figura 11. Organograma descrevendo as opera¢des unitarias realizadas pelo cadigo.


https://www.arduino.cc/en/software
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3.2 Avaliacao do funcionamento do cédigo desenvolvido

O conjunto do hardware e o cdodigo foi testado simulando as etapas de uma
eletroextracdo. O teste foi realizado em triplicata (n=3) para trés tempos variando as
condi¢cBes experimentais. Os tempos determinados e as condicfes do experimento

estao dispostas na Tabela 3.

Tabela 3.Condicdes experimentais do teste de avaliacdo do funcionamento do c6digo desenvolvido.

Teste Tempo de extragcédo Condicéao
simulada (min) Experimental
1 5 Sem pausa
2 5 Com pausa retomando a extragédo
3 5 Com parada forcada
4 10 Sem pausa
5 10 Com pausa sem retomar a extracao
6 10 Com parada forcada
7 30 Sem pausa
8 30 Com pausa retomando a extragéo
9 30 Com parada forcada

Para os testes 1, 4 e 7 ndo houve interrupcdes durante todo o tempo da
simulacao de extracdo. Para os testes 2 e 8 o comando de pause foi acionado no meio
da simulagéo seguido do acionamento do motor de passo até a base atingir a chave
fim de curso superior. Em seguida o motor foi novamente movimentado até que a base
superior atingisse a chave de curso inferior. Posteriormente, o comando de pause foi
desativado para prosseguir a simulacdo no tempo restante. Para o teste 5 o
procedimento foi semelhante ao teste 2 e 8 até a base alcancar a chave fim de curso
superior. Em seguida, o comando de parada for¢cada (stop) foi acionado para, assim,
atribuir o valor zero ao tempo de extracdo. Nos testes 3, 6 e 9 o comando stop foi
executado durante a simulacdo para verificar se os relés foram corretamente
desativados e o motor acionado automaticamente para movimentar a base superior

até atingir a chave fim de curso no limite maximo da altura.
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Para a avaliagdo do cddigo foi montado um “check-list” para cada teste e
durante a execugao foi verificado visualmente se o dispositivo executou

satisfatoriamente todas as operacdes unitarias.

3.3 Montagem e metodologia para realizacdo da eletroextracéo

O sistema construido e seus aparatos conectados sao apresentados na Figura

12 abaixo.

Figura 12. Dispositivo automatizado de eletroextragdo multifasica desenvolvido destacando a
fonte de aplicagdo do potencial elétrico (A), o gabinete eletro-eletrénico (B) e o gabinete
responsavel pelo processo extrativo (C).

Inicialmente, as ponteiras sdo cortadas suficientemente e com auxilio de um
pildo € acomodado na ponteira 0,031 g do material sorvente (algodao) previamente
pesado. Em seguida, com auxilio da mesma ferramenta é adicionada uma quantidade
da |a de aco inoxidavel que seja aceitavel para o contato entre o eletrodo superior e 0
material sorvente. A seguir, as ponteiras montadas previamente, foram imersas por
30 s na solugéo eletrolitica dispostas em um tubo de polipropileno de 2,00 mL (500 pL
de &cido acético 0,5 mol L'1) e acomodadas na base superior conforme apresentado
na Figura 13.
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Figura 13. Esquema de montagem das ponteiras para eletroextragdo. Ponteira de 100-1000 uL
(A); Corte padronizado (B); Insercao do suporte soélido (C); Adicao da & de aco inoxidavel (D);
Imersé@o em solugéo eletrolitica por 30 s (E).

AplOs essa etapa, 0 porta amostras é retirado da base inferior e entédo
adicionados nos tubos de amostra, respectivamente: a fase doadora (FD) fortificada
com os analitos na concentracdo desejada; a barra de agitacdo magnética, se
necessario; filtro organico (FO). Logo em seguida, o porta amostras é encaixado
novamente na base inferior. A Figura 14 representa o tubo de amostra preenchido

com as fases e a ponteira montada acoplada a base superior.

Fonte aplicadora — U *.L l]

de potencial elétrico | | '

#—b La de aco inoxidavel (contato elétrico para a fase aceptora)

D Fase aceptora (algoddo embebido com solugdo eletrolitica)

I:] Filtro organico

D Fase doadora (amostra contendo o analito)

m —4— Agitador magnético

Figura 14. Esquema do sistema trifdsico desenvolvido representando a extracdo de um
analito catiénico.
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O sistema entéo ¢ ligado e ap6s as mensagens iniciais dispostas na tela LCD,
fez-se a selecdo do tempo de extragcdo e acionamento das teclas digitais para o inicio
da extracdo como demonstrado na sessao 3.1. A base superior € entdo movida
verticalmente para baixo de forma automatica até alcancar a chave fim de curso e
consequente alinhamento com os tubos de amostra. Por fim, o potencial elétrico é

aplicado também de forma automética.

Apéds decorrer o tempo de extragdo, automaticamente o relé do estado soélido
corta a conexao elétrica com os eletrodos e a base superior € movida verticalmente

para cima até alcancar a chave fim de curso na altura maxima.

3.4 Avaliacao do dispositivo automatizado em uma prova de conceito

Para a prova de conceito do sistema automatizado desenvolvido, foram
realizadas extracdes em nove replicatas (n=9) do corante catibnico violeta genciana
em amostras tampéao aplicando potencial elétrico e trés replicatas (n=3) sem aplicacéo
do potencial elétrico. Para tanto, uma solucéo tampéao Mclllvaine foi preparada a partir
da mistura de fosfato de sédio bibasico 0,2 mol L (A) e acido citrico 0,1 mol L (B)
na proporcao 5,70 mL de (A) e 14,30 mL de (B) para atingir um pH de 3,4 (Mclllvaine,
T. C.,1921) ’t. Com esse tampado, foi feita a mistura com ACN na proporcéo 1:1 (v/v)
para ser utilizada na extracdo do composto modelo violeta genciana. Para fins

didaticos, esse tampéo sera descrito como “tampao MCA”.

A solucdo estoque do corante catibnico violeta genciana foi preparada na
concentracdo de 100 mg L, pesando-se 0,005 g do sélido e dissolvendo-o com ACN
em um baldo volumétrico de 50,00 mL. Para a prova de conceito do dispositivo
automatizado, a solucao estoque foi diluida no tampao MCA até atingir a concentracao
final de 1 mg L.

As condicOes de eletroextracao para a prova de conceito do sistema foram: FD
= 35,00 mL de tampdao MCA (pH=3,4) fortificado com violeta genciana na
concentracédo de 1 mg L?; FO = 7,00 mL n-octanol. FA = algoddo embebido em 500

uL de solucéo de acido acético (0,5 mol L1). Aplicou-se 200 V de potencial elétrico
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para 5 minutos de extracao. A avaliacdo das ponteiras com e sem aplicagéo do campo
elétrico foi feita pela inspecéo e avaliacdo visual.

3.5 Otimizacéo das condi¢fes de analise por imagem digital

Na aquisi¢céo das imagens foram empregados: um Smartphone modelo Galaxy
A32 da Samsung (Coreia do Sul); laminas para microscopia da marca Precision Glass
Line 20 x 20 mm (China); laminas para microscopia da marca Sail Brand 25,4 x 76,2
mm (China); escaner de mesa CanoScan LIDE 110 (Japao); suporte para ponteiras

home-made impresso em impressora 3D.

Foi feita uma otimizacdo da metodologia de aquisicdo da imagem objetivando
alcancar uma qualidade de imagem adequada para posterior tratamento dos dados e
consequente maximizagdo do sinal analitico. Foram realizadas duas metodologias
para a aquisicao das imagens digitais: com um escaner de mesa e um Smartphone.
Para a ambas as formas de aquisicdo, o material sorvente da fase aceptora (algodao)
foi inserido em uma ponteira de extracdo e no centro desse material foi feita uma
marcacao circular utilizando uma caneta vermelha de ponta porosa de 1,0 mm da
marca Faber Castell para simular uma extracdo da DOX. Para cada condicéo avaliada
de aquisicdo foi gerado o histograma RGB e avaliado o valor do canal G (cor

complementar do vermelho), normalizando o sinal para posterior comparacéao.

Escaner de mesa

As diferentes condicbes avaliadas foram: 1) com a ponteira apoiada
diretamente sobre o escaner; 2) apoiada diretamente no escaner com aplicacdo de
uma gota de 6leo de imersdo sobre a ponteira; 3) com a ponteira sustentada no
suporte home-made apoiado sobre laminas para microscopia de espessura 1,3-1,6
mm e 0,3-0,6 mm (lamina maior e menor, respectivamente); 4) com a ponteira
sustentada no suporte home-made apoiado sobre laminas para microscopia de

espessura 1,3-1,6 mm e 0,3-0,6 mm aplicando 6leo de imerséo sobre a lamina; As
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imagens foram adquiridas na resolucdo 600 ppp (pixel por polegada) e salvas no

formato “.tif .

Smartphone

As diferentes condicbes avaliadas para a aquisicdo da imagem com o
Smartphone foram: 1) emprego de flash ou luz ambiente; 2) utilizagcdo do modo macro
ou convencional; 3) aplicacdo de uma gota de 6leo de imerséo sobre a ponteira. O
Smartphone foi operado sem nenhum filtro digital além dos recursos padrdo do

equipamento.

Apéds a obtencdo das imagens tanto pelo escaner como pelo Smatphone os
arquivos foram trabalhados com Software ImageJ. Desses arquivos, foi selecionada
uma regido circular de 62 x 62 pixels da area central onde o analito estava contido
para obtencéo do histograma RGB. Os valores de intensidade para cada canal foram

utilizados sem aplicar nenhuma conversao prévia.

Otimizacdo das condi¢Bes de andlise por absorbancia na regido do UV-Vis

Apoés a obtencdo da imagem digital, o material sorvente contendo a DOX foi
retirado da ponteira e imerso em 1,00 mL da solugéo de dessorcao. Essa solugéo era
composta de H20:MeOH:ACN:HAc (30:30:30:10; v/v/v/v) e, juntamente com o material
sovente, foram inseridos em um microtubo de polipropileno de 2,00 mL do tipo
eppendorf. O tubo foi agitado por 30s em vortex e, em seguida, foi deixado no banho
ultrassénico por 5 minutos. Subsequentemente o tubo levado a centrifuga por 1 minuto
a 3000 rpm resultando em uma solucao final com o analito dessorvido. ApOs essa
etapa, o0 solvente de dessor¢do contendo a DOX foi recolhido com o auxilio de uma
micropipeta e com 250 pL dessa solucédo, foi realizado o ambiente na cubeta de
guartzo (capacidade de 1,0 mL e caminho optico de 10 mm) da Global Trade (Brasil).
O restante da solucéo foi analisado no espectrofotdémetro UV-Vis modelo Cary 60 da
marca Agilent (EUA) em comprimento de onda fixo de 496 nm, correspondendo ao
maximo de absorcdo da DOX. Os espectros foram obtidos na regido espectral de 200
a 800 nm.
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3.6 Otimizacao das condi¢fes de extracdo da DOX em urina sintética

3.6.1 Materiais, Reagentes e Equipamentos

Solventes

A agua deionizada (0,05 uS cm) foi obtida do sistema MS300 (Gehaka, S&do
Paulo, SP, Brasil). O solvente n-octanol e acido acético (HAc) foram obtidos da Neon
(Sao Paulo, SP, Brasil); acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH) obtidos da Merck-
Supelco® (EUA), sendo todos grau HPLC.

Reagentes sélidos

Foram utilizados os sais cloreto de célcio dihidratado (CaCl2.2H20; Synth,
Brasil), dihidrogenofosfato de potassio (KH2POa) e cloreto de aménio (NH4Cl) da Neon
(Séo Paulo, SP, Brasil); creatinina da MP Biomedicals (EUA); cloreto de potassio (KCI)
da Sigma-Aldrich (EUA); sulfato de sédio anidro (Na2SOa4) da Quimica Moderna
(Barueri, SP, Brasil); cloreto de sédio (NaCl) da Honeywell — Fluka™ (EUA); ureia da
Sigma-Aldrich (EUA); O padrdo de cloridrato de doxorrubicina (DOX) foi obitida da
European Pharmacopea (Franca). O &cido citrico, o corante violeta genciana e o
fosfato de sédio bibasico foram obtidos da Synth (Brasil).

Materiais e equipamentos

Para o preparo de solucbes e amostras foi empregado um agitador vortex
ZXClassic VELP Scientifica (Italia); banho ultrassénico Ney da marca ULTRAsonik™
(EUA).

As extracdes no sistema automatizado foram realizadas empregando frascos

de polipropileno com capacidade para até 50 mL.
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3.6.2. Preparo da solucao estoque e trabalho de DOX

A solucdo estoque do analito foi feita na concentracdo de 1 mg mL7,
dissolvendo 0,005 g do cloridrato de doxorrubicina em MeOH em um bal&o volumétrico
de 5,00 mL. A solucéo trabalho foi preparada na concentracéo de 0,1 mg mL* diluindo-
se a solucdo estoque em MeOH. Ambas as solugcdes foram estocadas sob

refrigeracao a -4°C em um recipiente protegido da luz.

3.6.2. Preparo da urina sintética

A urina sintética foi preparada de acordo com Laube e colaboradores (2001) 2.
A composicdo da urina sintética € estabelecida através da mistura dos componentes

em suas determinadas concentra¢cdes como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4. Composicdo da urina sintética

Componente Concentragéo (g/L)
CaCl2.2H20 1,10
Ureia 25,00
Creatinina 1,10
KH2PO4 1,40
KCI 1,60
NHa4Cl 1,00
NaCl 2,92
Na2S0a4 2,25

Os componentes soélidos foram pesados e solubilizados separadamente em
agua deionizada e adicionados ao baldo volumétrico para posterior complemento do

volume desejado de 1 L com agua deionizada.
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3.6.4 Estudos preliminares dos parametros da eletroextragao

Alguns fatores como porcentagem de ACN na fase doadora, diluicdo da
amostra e agitacdo durante a eletroextracdo foram avaliados previamente de forma

univariada para obter condic¢des iniciais de extracao.

As condi¢cBes de eletroextracdo foram: FD= urina sintética diluida em agua
deionizada 1:1 (v/v) fortificada com DOX (1 mg L*):ACN (62,5:37,5; v/v); FO= n-
octanol e FA (ponteira contendo o material sorvente imersa por 30 segundos em 500
uL de acido acético 0,5 mol L't) com aplicacdo de 200 V por 20 minutos. A aquisicao

e tratamento da imagem foram feitos conforme a sesséo3.5.

3.6.4.1 Avaliacédo da porcentagem de ACN na fase doadora e diluicao da

amostra

Para as amostras de urina sintética foi verificado que a adicdo de elevadas
proporcBes de ACN a amostra resultava na precipitacdo dos sais constituintes da
matriz, tendo em vista que esse solvente organico reduz a solubilidade desses sais.
Desta forma, foi avaliada a melhor propor¢cédo de ACN adicionada, assim como efeito
da diluicdo da urina com agua deionizada. Foram testadas quatro propor¢cdes de ACN
(10%; 25%; 37,5% e 50%) adicionadas a urina sem diluicdo ou em urina diluida em
agua deionizada (1:1, v/v).

3.6.4.2 Avaliacéo da agitacdo no processo de eletroextracao

Com o objetivo de obter um aumento na taxa de transferéncia do analito foi
feita a avaliagdo da influéncia da agitacdo na extracdo da substancia alvo. Desta
forma, foi inserida uma barra magnética de 5 x 10 mm revestida de PTFE na fase
doadora previamente a adicdo do filtro organico. A agitacéao foi realizada de forma

automatizada através das ventoinhas acopladas no sistema. Foram realizadas
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triplicatas de extracdo (n=3) do fArmaco comparando-se a presenc¢a e auséncia da
agitacdo magnética durante o processo extrativo.

3.6.5 Estudo multivariado dos parametros que influenciam a

eletroextracéo

Os parametros de potencial elétrico e tempo de extracdo foram estudados e
avaliados através do planejamento experimental Doehlert. Com base no trabalho de
Sousa (2022) 3 a matriz Doehlert foi construida variando-se os niveis de 50V a 300V
para o potencial elétrico, e 2 a 20 minutos para o tempo de extragdo, totalizando 7
experimentos distintos e triplicata no ponto central. A matriz construida mostra os
pontos experimentais estudados e esta apresentada na Tabela 5. As condi¢cdes de
extracdo foram: FD= urina sintética diluida em agua deionizada 1:1 (v/v) fortificada
com DOX (1 mg L1):ACN (62,5:37,5, v/V);

FO= n-octanol e FA (ponteira contendo o material sorvente imersa por 30 segundos
em 500 pL de acido acético 0,5 mol L1). A quantificacdo do analito foi feita por DIA
para o canal B utilizando Smartphone para a aquisicdo da imagem e por
espectrofotometria na regido do visivel no comprimento de onda de absorcao de 496

nm.
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Tabela 5. Matriz Doehlert para avaliagdo da influéncia do potencial elétrico e tempo na eletroextragao
de doxorrubicina em urina sintética e quantificagdo por DIA e UV-Vis

Experimentos Niveis Fatores
X1 X2 Voltagem Tempo
(V; X1) (min; X2)
1 1 0 300 11
2 0,5 0,866 238 20
3 -1 0 50 11
4 -0,5 -0,866 113 2
5 0,5 -0,866 238 2
6 -0,5 0,866 113 20
7 0 0 175 11
8 0 0 175 11
9 0 0 175 11

3.7 Validacdo do método otimizado

Apods a otimizagdo da aquisicdo de imagem e das condi¢des de eletroextracdo
o0 método foi validado nas seguintes condi¢fes experimentais:
FD= urina sintética diluida em agua deionizada 1:1 (v/v) fortificada:ACN na proporcéo
(62,5:37,5 v/v); FO= n-octanol; FA= algoddo embebido em solucéo de acido acético
0,5 mol LY 300 V por 20 min; solucdo de dessorcdo= H20:ACN:MeOH:HAc
(30:30:30:10, v/viviv). As figuras de mérito estudadas foram a linearidade, limite de
guantificacdo, ensaios de recuperacdo e precisdo. Todos eles serdo descritos a

sequir.

Linearidade

Para DIA foi feita uma curva de calibragdo em urina sintética diluida fortificada
nas concentracées de 400, 600, 800, 1000 , 1200 e 1400 ng mL* em triplicata para
cada ponto. J& para UV-Vis a curva de calibracdo também foi realizada em urina
sintética diluida fotificada nas concentragdes de 200, 400, 600, 800, 1000 e 1200 ng
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mL1em triplicata para cada ponto. Os dados adquiridos foram ajustados pelo método
dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO).

Para ambas as técnicas de quantificacdo a linearidade foi avaliada apds o
ajuste aplicando a metodologia proposta por Souza & Junqueira (2005) "4, sendo o
tratamento de outliers (Teste de Jacknife), avaliagdo da normalidade (Teste de Ryan-
Joiner), de independéncia dos residuos (Teste de Durbin-Watson) e
homoscedasticidade (Teste de Brown-Forsythe ou Levene modificado). Por fim,
aplicou-se a ANOVA para avaliar a significancia do modelo proposto e desvio da

linearidade.
Limite de quantificacao

O limite de quantificagdo (LQ) foi considerado como a menor concentragéo
empregada para a construcéo da curva de calibracao.

Precisao e recuperacao

Tanto para avaliar a precisdo quanto a recuperacdo do método foram feitas
extracdes em sextuplicata (n=6) em trés niveis de concentracéo (baixo, 400 ng mL-1,;
médio, 800 ng mL-1 e alto, 1200 ng mL-1). Foram feitas extracdes de cada nivel no
mesmo dia e em dois dias consecutivos.

A precisao foi investigada em termos de repetibilidade (preciséo intra-ensaio,
n=6) e precisdo intermediaria (precisdo inter-ensaio, n=18), determinadas pelo
coeficiente de variacdo (CV) conforme a Equacao 9. Ja a recuperacao foi determinada
de acordo com a recuperacdo meédia percentual (R%) conforme a Equacéo 10.

Desvio padrao da concentracdao medida
+ 100

CV (%) =

Equacgéo 9

Concentragiao média medida

Concentraciao média determinada .
R(%) = £ +* 100 Equacéo 10

Concentracao teérica
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Aperfeicoamento do hardware e do codigo de controle desenvolvido

Para o desenvolvimento do hardware foram utilizados diversos componentes
eletrbnicos, que pertencem tanto ao gabinete eletro-eletrbnico quanto ao gabinete
responsavel pela extrativa do dispositivo, conforme apresentado na sesséo 3.1 desta

dissertacdo. O sistema em sua versao final e funcional é exposto nas Figuras 15 a
18.

Figura 15. Verséo final do gabinete eletro-eletrdnico (visao frontal).

Figura 16. Versao final do gabinete eletro-eletrénico (visdo traseira).
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-

Figura 17. Versao final do gabinete eletro-eletrdnico (visdo interna).

Figura 18. Verséo final do gabinete responsavel pelo processo extrativo demonstrando a visao
lateral (A) e viséo frontal (B).
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O cadigo foi elaborado em um sistema de blocos, que na linguagem de
programacdo C++ emprega a funcdo SWITCH... CASE. Cada CASE contém
uma sucessao de funcdes especificas e intrinsecas da linguagem que, quandocombi
nadas entre si, sdo responsaveis pelo sucesso da execucao do codigo (O codigo
completo pode ser acessado no anexo dessa dissertacdo). O cédigo em si,
consiste em uma divisdo de fung¢des as quais sdo responsaveis pelas atribuicdes
necessarias para o seu completo funcionamento. Inicialmente tem-se a funcéo void
setup que € responsavel por armazenar as condi¢des iniciais como declaracdo das
variaveis, configuracdo das portas do arduino, inicializacdo de bibliotecas e testes
iniciais dos operadores. Em seguida, a fungéo void loop € acionada e, como o préprio
nome indica, ela se repete enquanto o microcontrolador estiver ligado, concedendo ao
programador a possibilidade de alterar o programa da forma que for mais conveniente.
Neste programa em especifico a funcao void loop foi responsavel pelas leituras iniciais
dos estados das variaveis, pelos comandos das operacdes unitarias, como subida e
descida do motor de passo, inicio e fim da extracdo, pausa da extracdo, marcador de
tempo, ajustes fino da subida e descida do motor de passo. Nela também estédo
contidos os CASES, responsaveis pela sequéncia das operacdes unitarias. Para
alternar entre os CASES é necesséria uma variavel de controle, que no cédigo em
guestao foi determinado como TROCA_ CASE. No void loop iniciou-se esta variavel
com o valor 0 (zero) 7>78,

O CASE 1 e o CASE 2 foram responsaveis respectivamente, pelo ajuste fino
de subida e descida do motor de passo. Essa funcionalidade é importante para manter
a integridade fisica do sistema, pois a medida que o motor se move verticalmente para
cima ou para baixo, a chave fim de curso é pressionada em uma situacgéo limite. Desta
forma, foi criada esta situagcéo de ajuste fino para que o motor, em situagao limite, ndo
seja pressionado e consequentemente desgastado. O CASE 3 foi designado para
sinalizar que o ajuste fino feito no CASE 1 ou CASE 2 foi finalizado e em seguida
retornar para o CASE 0 contido no void loop. JA o CASE 4 foi programado para ser
ativado quando a tecla digital de Start/Stop for pressionada e a base superior descida
verticalmente para baixo até atingir a chave fim de curso inferior, seguindo os CASE
2 para ajuste fino de descida do motor e CASE 3 para avisos sonoros e visuais. Apos
isso é feito o acionamento dos relés magnético e do estado solido para aplicacdo da
agitacdo magnética e da diferenca de potencial, contagem do tempo decorrido de

extracdo e mensagens indicativas no display LCD. Quando o tempo de extracao é
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decorrido em sua totalidade, os relés sdo desligados, parando a agitacao e aplicacédo
do campo elétrico, gerando mensagens de encerramento no LCD bem como sinais
sonoros. Feito isso, o CASE 7 é processado para a subida automatica da base
superior até a altura maxima e acionamento da chave fim de curso, seguido do
processamento do CASE 1 para ajuste fino de subida do motor e CASE 3 para avisos
sonoros e visuais. No CASE 4 ha também a condicdo em que se a tecla digital
Start/Stop for acionada novamente, o sistema entra em condi¢cdo de parada forcada
(Stop), desligando a agitacdo, desabilitando a aplicacdo do potencial e adentrando no
CASE 7 para a subida da base superior, repetindo-se as acbes do CASE 1 e 3. No
CASE 5, foi codificada a situacéo de pausa. Desta forma, esse case € iniciado quando
a chave mecanica de Pause for ativada. Quando ativada, os LEDS se acendem, os
relés sdo desabilitados, a mensagem de aviso aparece no display e a contagem de
tempo é paralisada. Se a chave mecanica voltar para a posic¢ao original, os LEDS se
apagam, a contagem de tempo € retomada e a extracao volta a ocorrer no tempo
restante. O CASE 6 esta atribuido a selecdo do tempo de extracdo. Desta forma, ao
pressionar as teclas digitais de acréscimo ou decréscimo do tempo, as mensagens
séo dispostas no display LCD mostrando essas alteracbes, de modo que cada vez
pressionada a tecla digital 1, a varidvel TEMPO ¢€ acrescida de uma unidade e cada
vez pressionada a tecla digital 2 o valor da mesma variavel é reduzida uma unidade.
Vale destacar que foi incluido no codigo uma condicao de que tempos menores que 0
minutos e maiores que 60 minutos ndo sdo possiveis de se obter, de modo que a
variavel TEMPO retorna para o valor zero quando atingir esses valores limites. O
ultimo case do codigo, o CASE 7, como ja descrito, foi estabelecido para a subida da
base superior em caso de fim de extracdo ou parada forcada (Stop). Nessas
condi¢bes, de forma automética, o0 motor € acionado para subir verticalmente a base
superior até a altura maxima e acionamento da chave fim de curso adentrando no
CASE 1 para o ajuste fino de subida, e CASE 3 para realizar os avisos visuais na tela

LCD e sonoros.
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Para todos os tempos testados foi feito o procedimento padréo para simular

uma extracao onde consiste em executar todas as opera¢des unitarias contidas no

cbdigo. Os resultados estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6. Resultado da avaliagéo do cédigo evidenciando as operacdes unitarias constituidas em cada teste

Operacao unitéria realizada

Acionamento Ativacdo da L o
. Ativacao/Desativagao
Teste Pause do motor de chave fim Stop ) Resultado
dos relés
passo de curso
Concluido
1 X v v X v
€cOm sucesso
Concluido
2 v v v X v
COm sucesso
Concluido
3 X v v v v
COm sucesso
Concluido
4 X v v X v
COm SuUcesso
Concluido
5 v v v v v
COm Sucesso
Concluido
6 X v v v v
COm SuUcesso
Concluido
7 X v v X v
COm Sucesso
Concluido
8 v v v X v
COm sSucesso
Concluido
9 X v v v v

com sucesso




55

Foi observado que para todos os testes empregados, nenhuma operacao
unitaria se sobrepds a outra, concluindo e comprovando com sucesso a funcionalidade

do cddigo desenvolvido.

4.3 Avaliacdo do dispositivo automatizado em uma prova de conceito

Apos alguns minutos de extracéo, pode-se observar visualmente que o material
sorvente foi gradualmente colorido nas replicatas as quais foram aplicadas o campo
elétrico, enquanto as replicatas que ndo sofreram influéncia do campo permaneceram

com a tonalidade inicial como demonstrado na Figura 19.

Figura 19. Ponteiras antes da eletroextracéo do corante catidnico violeta genciana (A) e apds eletroextracao (B).
Replicatas submetidas (vermelho) e ndo submetidas (amarelo) ao campo elétrico.

Na figura acima € nitida a diferenga entre as condi¢cdes e demonstra ainda a
concentragdo do analito na superficie o algodao, indicando o acimulo de carga nessa
regido revelando uma extracéo eficiente e favorecendo o emprego da quantificacéo
por DIA.
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4.4 Otimizacéo das condicOes de andlise por imagem digital

O objetivo desse estudo foi verificar qualitativamente e quantitativamente as

diferentes condic@es frente a qualidade da imagem digital obtida.

Escaner

O emprego da ponteira com a marca de corante vermelho foi posicionada
diretamente sobre o escaner ou sobre laminas de microscopia com duas espessuras
e teve como obijetivo verificar a influéncia do parametro da distéancia na nitidez da
imagem digital, tendo em vista que objetos mais proximos do receptor de imagem
geram maior nitidez. J& a utilizacdo do 6leo de imersao tem como finalidade evitar a
dispersao dos raios incidentes uma vez que o indice de refragdo do espaco entre a
superficie do material sorvente e a lamina se aproximam com o 6leo de imersao que
substitui 0 ar e, assim, permite a entrada de uma maior quantidade dos raios
incidentes, melhorando a resolucdo da imagem. Esse comportamento do 6leo de

imersao é muito empregado em microscopia e esta detalhado na Figura 20 abaixo:

I}
b‘f

Oleo de imersao

Laminula Laminula
Lamina Lamina
Amostra Fonte de luz Amostra Fonte de luz
(a) Sem oleo de imersao (b) Com dleo de imersao

Figura 20.Influéncia da utilizacéo do 6leo de imersdo em microscopia na disperséo dos raios
incidentes. llustracao retirada de:https://www.biomedicinapadrao.com.br/2013/10/por-que-utilizar-
oleo-de-imersao-na.html. Acesso em 27/10/2022

Os resultados da avaliagdo da deposicéo da ponteira de forma direta sobre o
escaner, sobre laminas de duas espessuras (maior € menor) e com ou sem uso de

oleo de imerséo estdo demonstrados na Figura 21 abaixo:
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120

80
| I
0

Direto Direto + 6leo Lamina Lamina Lamina Lamina
maior maior + 6leo menor menor + 6leo

Sinal Canal G Normalizado

Figura 21. Comparacéo entre as diferentes condi¢fes de aquisicdo de imagem por escaner

Smartphone

A aplicacdo do flash ou luz ambiente teve o intuito de avaliar a influéncia da
fonte de luz fornecida para a aquisicdo da imagem. A aquisicdo feita no modo macro
ou normal prop6s investigar o efeito da distancia do objeto ao receptor de imagem,
tendo em vista que no modo macro é possivel obter uma distancia menor do objeto
mantendo sua escala natural e aumentar a riqgueza de detalhes da imagem final. O
emprego do 6leo de imersao teve 0 mesmo objetivo descrito na situacado de aquisicédo
com o escaner, sendo avaliado somente no modo macro. Os resultados estdo

demonstrados na Figura 22 abaixo:



58

120

80

40 I I I I I
0

Macro, Flash, Macro, Flash Macro, Luz Normal, Flash Normal, Luz
com éleo de ambiente ambiente
imersao

Sinal canal G Normalizado

Figura 22. Comparacéo entre as diferentes condi¢bes de aquisicdo de imagem por smartphone

Comparacéao visual das imagens

Foi feito também uma analise visual para determinar as condi¢cdes 6timas para
a aquisicao das imagens digitais. Na Figura 23 abaixo estdo apresentadas as imagens
obtidas para escaner e smartphone respectivamente, nas diferentes condicfes

estudadas.
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(B)

Smartphone

(€ (D)

Figura 23. Comparacéo visual das imagens obtidas no escaner: direto sobre a superficie de
aquisicdo de imagem (A); direto + dleo (B); sobre 1amina maior (C); sobre lamina maior + 6leo
(D); sobre lamina menor (E); sobre lamina menor + 6leo (F). Comparagéo visual das imagens
obtidas por smartphone: macro + flash + 6leo de imersao (A); macro + flash (B); macro + luz
ambiente (C); normal + flash (D); normal + luz ambiente (E).

(B) (E)

Comparando-se tanto graficamente quanto visualmente, a aquisicdo das
imagens por smartphone apresentou resultados mais consideraveis frente a aquisicéo
por escaner, haja vista que se obtiveram menores valores de sinal do canal G.
Analisando-se as melhores condicbes de cada instrumento de aquisicdo (para o
escaner: direto; para o smartphone: macro, flash), percebe-se que para smartphone a
gualidade das imagens obtidas foram superiores em termos de nitidez comparada as
imagens adquiridas por escaner. Vale destacar que nao foi optado pela aplicacao do
6leo de imersdo pois inviabilizaria uma etapa futura de dessorcédo e consequente
identificacdo e quantificacdo do analito por outras técnicas analiticas. Além desses
fatores, o smartphone possibilita diferentes recursos de imagem (flash, modo macro),
envio rapido de imagens, portabilidade e capacidade de instalacdo de softwares que
geram o histograma RGB in situ. Desta forma, foi designada a aquisicdo das imagens
través do smartphone para a sequéncia do trabalho.
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4.5 Estudos preliminares dos parametros de eletroextragao

4.5.1 Avaliacado da porcentagem de ACN na fase doadora e diluicao da
amostra

Os resultados para avaliagdo da porcentagem de ACN e diluicdo da urina
sintética mais adequada estdo apresentados nas Figura 23.1 e 23.2

Urina sintética nao diluida

10% ACN 25% ACN 37,5% ACN 50% ACN

Urina sintética diluida (2)

10% ACN 25% ACN 37,5% ACN 50% ACN

Figura 24. Efeito da adicdo de ACN e diluigdo (1:1, v/v) da amostra sobre a precipitacdo de constituintes da
urina sintética.
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Percebeu-se que, em ambas as condi¢cbes da matriz, houve a reducao da
solubilidade dos sais utilizando 50% do solvente organico na constituicdo da fase
doadora. Além disso, verificou-se que ao ser diluida, a urina sofreu menor precipitacao
com a adicdo da ACN. Como a presenca de ACN é de suma importancia para a quebra
da tensédo interfacial entre fase doadora e filtro orgéanico que, consequentemente
auxilia no processo de transferéncia do analito, optou-se por empregar na fase

doadora a urina sintética diluida com uma porcentagem de 37,5% de ACN.

4.5.2 Avaliacéo da agitacdo no processo de eletroextracao

A agitacdo se mostrou eficiente para auxiliar na transferéncia do analito para a

fase aceptora através da conveccdo, como pode ser visto visualmente na Figura 25.

(A)

Com agitagao (n=3)

()

Figura 25. Efeito da agitac&o sobre a eletroextracdo da DOX em replicatas (n = 3) de
amostras. Amostras submetidas a agitacao (A) e ndo submetidas a agitacao (B).

Apds aquisicdo das imagens das ponteiras com o analito sorvido no algodéo,
os resultados dos sinais para os canais R, G e B foram gerados e estao apresentados

no grafico Figura 26.
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250

B Com agitagao

200 B Sem agitagao

150

Sinal RGB

100

50

R G B

Figura 26. Sinais para os canais R, G e B comparando-se a presenca e auséncia de
agitacdo no processo de extracao.

Pode-se perceber que ha maior diferenca entre os sinais dos canais R, G e B
guando comparado a presenca e auséncia de agitacdo magnética além de os sinais
nos canais G e B serem inferiores ao do canal R. Isso se deve ao fato de que a DOX
apresenta uma coloracdo avermelhada/alaranjada e, com isso, absorve radiacdo em
um comprimento de onda que compreende um intermediario entre verde e azul (cores
complementares do vermelho/laranja, respectivamente). A partir desta avaliacdo, no

decorrer do trabalho, a quantificacdo do analito foi feita através do canal B.

4.6 Estudo multivariado dos parametros que influenciam a eletroextracao

MPEE-DIA

Os resultados do planejamento experimental Doehlert para examinar a
influéncia do potencial elétrico e tempo na extracdo da DOX em urina sintética e sua
quantificacdo por DIA através do canal B serdo discorridos a seguir. Por meio da
ANOVA pdde-se verificar que o modelo explicou 99,1% da variancia dos dados (R?=
0,9910). Constatou-se também que a regressao foi significativa (Fcaic = 179,78 > Ferit
0,95:3;5) = 5,41) e ndo houve falta de ajuste do modelo (Fcac = 0,04 < Ferit (0,95;3;2) = 19,16).

Destaca-se também que os efeitos dos fatores estudados foram significativos e
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positivos (numericamente negativos) e o efeito de interacdo entre eles demonstrou
nao ser significativo. Vale ressaltar que quanto menor o valor do sinal do canal B,
maior a concentracdo do analito e com isso percebe-se que aumentando-se o
potencial elétrico e tempo de extracdo verifica-se o decaimento do sinal do canal

avaliado conforme demonstrado pela superficie de resposta da Figura 27.

eus

> 190
Il < 190
B < 180
Bl <170
[ ]<160
<150
Bl < 140
Figura 27. Superficie de resposta gerada através do planejamento Doehlert para avaliar a

influéncia do potencial elétrico e tempo na eletroextracdo da doxorrubicina em urina sintética
e quantificacéo por DIA através do canal B.

Para a quantificacdo do analito por espectrofotometria UV/Vis, tem-se a seguir,
os resultados do planejamento Doehlert para verificacdo da influéncia do potencial
elétrico e tempo de extracdo frente a resposta obtida. Por meio da ANOVA pbéde-se
verificar que o modelo explicou 84,09% da variancia dos dados (R?= 0,8409). Para
esse planejamento a regressao foi significativa (Fcaic = 8,81 > Ferit(0.95:3;5) = 5.41) e ndo
houve falta de ajuste do modelo (Fcac = 6,33 < Ferit 0.95;3;2) = 19.16). Os efeitos para 0s
fatores foram significativos e positivos. Ja os efeitos de interacéo entre os fatores nao

demonstrou significancia estatistica. Pode-se observar pela superficie de resposta da
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Figura 28 que aumentando-se o potencial elétrico e o tempo de extragdo ha um

aumento da resposta analitica.

Il > 0.01
Il <0.01
Il < 0.008
[] <0.006
[] <0.004
I < 0.002

Figura 28.Superficie de resposta gerada através do planejamento Doehlert para avaliar a
influéncia do potencial elétrico e tempo na eletroextragdo da doxorrubicina em urina sintética
e quantificacé@o por espectrofotometria UV/Vis

Tendo em vista os resultados obtidos nas superficies de resposta, adotou-se
uma condicdo de compromisso para todas as formas de quantificacdo a qual sera

aplicado um potencial de 300 V por 20 min.

4.7 Validacdo do método otimizado

MPEE-DIA

Os resultados dos testes estatisticos referente as figuras de mérito avaliadas

serdo discorridas a seguir.
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Linearidade

Os sinais para o canal B foram plotados em funcéo da concentracdo do analito
para obtencdo da curva de calibracdo e estdo dispostos na Figura 29. Os dados
obtidos passaram pelo teste dos residuos de Jacknife sem a necessidade de remocéo
de outliers. Foi observado que os residuos seguem uma distribuicdo normal (Req >
Recrit), s@o independentes (Du < Dcaic < 4-Du) e homocedasticos (pcac > 0,05). Pela

ANOVA verificou-se que a regressao € significativa (Fcaic > Ferit) € ndo houve falta de
ajuste do modelo (Fcalc < Ferit).

200

150 E
=
- ' u
g T
® i
100 i
50 I T I T I Ll I T I T I
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14

Concentragédo (ug mL")

Figura 29. Curva de calibracdo para doxorrubicina em urina sintética pelo método MPEE-DIA (n=3)

Na Tabela 7 abaixo estdo dispostas a equacao da curva, coeficientes de

determinacdo, correlagdo bem como as outras figuras de mérito estudadas para
MPEE-DIA.
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Tabela 7. Figuras de mérito para determinacéo de doxorrubicina em urina sintética pelo método
MPEE-DIA

Faixa de Equacédo da
R? R LQ (ug mL™)
trabalho regressao
0,4—1,4pg mL? y=-46,429x + 170,17 0,913 0,955 0,4
Precisédo (CV, %)
Concentracgéo Recuperacao (%) Intra-ensaio Inter-ensaio

(ng mL) (n=18) (n=6) (n=18)
0,4 (LQ) 160 4 4 2 3

0,8 94 5 3 8 5

1,2 81 4 8 4 5

Limite de Quantificagcéo

O limite de quantificacéo foi determinado como a menor concentracéo da curva
de calibracdo, sendo assim o LQ como esta expresso na Tabela 7 foi determinado

com a concentragdo de 0,4 ug mL.

Precisdo e Recuperacao

Os dados de precisdo e recuperagcdo estdo expressos na Tabela 7. Para
precisdo os resultados foram satisfatorios para as concentragbes avaliadas. Os
valores de recuperacdo foram aceitaveis para o propdsito do trabalho, mas destaca-
se o alto valor encontrado no nivel definido como limite de quantificacdo, sendo uma
possivel causa, a baixa sensibilidade do método de andlise por imagem digital, a
molécula da DOX ndo apresentar um coeficiente de extingdo molar elevado e o
material sorvente empregado (algoddo) ndo possuir capacidade de concentrar

suficientemente a DOX em uma pequena area.

MPEE-UV-Vis

Os resultados dos testes estatisticos referente as figuras de mérito avaliadas

serdo discorridas a seguir.
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Linearidade

Os sinais de absorbancia, como dito anteriormente, foram tratados pelo Método
dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO). Os dados obtidos passaram pelo teste
dos residuos de Jacknife fazendo-se a remocéo de outliers. Foi observado que os
residuos seguem uma distribuicdo normal (Req > Rcrit), sdo independentes (Du < Dcalc
< 4-Dy) e homocedasticos (pcac > 0,05). Pela ANOVA verificou-se que a regressao e
significativa (Fcaic > Fecrit), porém a falta de ajuste foi verificada (Fcaic > Fecrit), indicando
gue o modelo linear simples ndo € adequado.

Alguns materiais referentes a essa técnica de quantificacdo abordam que ha
diversos fatores que podem contribuir para alteracdo do coeficiente de absortividade
molar (€) e consequente desvio da linearidade da Lei de Beer. Dentre esses fatores
estdo a composicdo da solugdo analisada e a concentracdo do analito. Tanto em
concentragcdo quanto a composicao a explicacdo se trata do ambiente quimico ao qual
o analito estd rodeado, ou seja, a ocorréncia de interacdes intermoleculares e
eletrostaticas entre o solvente e o soluto (analito) que podem fazer com que a estrutura
eletrdnica da molécula alvo se modifique, alterando assim a absortividade molar do
analito. Vale destacar que as referéncias explicitam que esse efeito € mais
pronunciado em moléculas polares em ambientes quimicos polares (como é o caso
da doxorrubicina dessorvida na solucdo de dessorcdo), mas ndo revelam como esses
mecanismos ocorrem. Isso pode explicar os baixos valores de absorbancia
encontrados na faixa estudada’’. Além disso, os trabalhos envolvendo analise de
doxorrubicina por espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel consegue-se
uma relacao linear entre absorbancia e concentracdo em niveis acima do aplicado
neste trabalho. Logo, a faixa de trabalho pode néo ter sido adequada para a finalidade
proposta e ocasionar a falta da linearidade, jA que se deve evitar valores de
absorbancias inferiores a 0,3 AU e superiores a 2,3 AU devido a fatores instrumentais
como resolugéo do equipamento e relacdo sinal/ruido bem como a fatores quimicos

como discutido acima %4578, Dessa forma, apenas o ensaio de precisao foi realizado.

Precisao

Os dados de precisao estdo expressos na Tabela 8.
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Tabela 8. Dados de precisao para o método MPEE-UV-Vis

Concentracédo Precisédo (CV,%)
(ug mL1) Intra-dia (n=3) Inter-dia (n=18)
0,4 9,0 10,8 6,7 9,0
0,8 4,5 12,2 12,1 15,3
1,2 13,3 5,5 15,5 12,0

Ainda que o objetivo desta etapa do trabalho tenha sido a demonstracdo da
funcionalidade do dispositivo automatizado, os resultados foram satisfatérios para as
concentracOes avaliadas, especialmente quando se observa que néo foi realizada
uma otimizagao exaustiva e que a absortividade molar da DOX é discreta. Por outro
lado, os resultados iniciais obtidos foram promissores e o0s espectrofotbmetros
possuem recursos para obter melhor sensibilidade e, consequentemente, melhores
valores das figuras de mérito como, por exemplo, células com caminhos Opticos

maiores.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi construido um dispositivo automatizado de preparo de
amostras para extracdes assistidas por campos elétricos e aplicado para o
desenvolvimento de um método de quantificacdo da DOX em amostras de urina
sintética com determinacdo por analise de imagem digital e espectrofotometria UV-
Vis.

O sistema construido, capaz de realizar simultaneamente 12 amostras,
demonstrou ser versatil jA que é adaptavel a diferentes suportes de fase aceptora,
formatos e tamanhos de tubos de amostras. Também é de facil constru¢do pois o
hardware foi montado com pecgas impressas em uma impressora 3D de filamento e
componentes eletrébnicos amplamente utilizado por construtores amadores de
protétipos. Desta forma, a adaptacédo e utilizacdo do dispositivo pode ser feita de
acordo com a demanda de analise, seja para amostras com grandes volumes ou
volumes reduzidos. As principais opera¢des unitérias realizas automaticamente pelo
dispositivo representadas por: posicionamento da base extratora, acionamento do
potencial elétrico, da agitacdo e da contagem do tempo; 0 aviso sonoro do término, o
desligamento do potencial elétrico e da agitacdo e o levantamento da base extratora
sdo importantes para reduzir 0os erros inerentes a etapa de preparo de amostras e o

estresse do operador.

Além da construcao do dispositivo, foi feito um estudo quantitativo e qualitativo
de otimizag&o da aquisicdo da imagem digital para contemplar a melhor condicéo de
obtencao das imagens. Adotou-se 0 smartphone para a aquisicdo da imagem devido
a notodria diferenca de resolugdo das imagens bem como a obtencdo de um melhor

sinal RGB quando comparado com as imagens obtidas com o escaner de mesa.

Os estudos inciais de eletroextracdo demonstraram que porcentagem correta
de solvente organico na fase doadora (37,5% de ACN) associada a uma diluicdo
adequada da amostra (1:1, v/v) sdo importantes para evitar a precipitacdo de

componentes da matriz. A utilizacdo da agitacdo durante o processo extrativo também
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se revelou um parametro importante para obter melhores valores de recuperacdo da
DOX.

Pelo planejamento Doehlert, criou-se uma superficie de resposta onde
otimizou-se os parametros potencial elétrico aplicado (V) e tempo de extragdo (min),
chegando nas condi¢fes 6timas de 300V por 20 min.

Ja as figuras de validacdo avaliadas demonstraram que o método MPEE-DIA
empregando o sistema automatizado é viavel e que o MPEE-UV-Vis, apesar de
promissor, ainda requer um pouco mais de otimizacdo para ser aplicavel no

monitoramento da DOX em amostras de urina.
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ANEXO

I CODIGO DA BIBLIOTECA DO ARDUINO PARA O LCD/IHTIHTITIITIIIIINI
#include <LiquidCrystal.h> // Biblioteca do Arduino para o display LCD
LiquidCrystal Icd(8, 9, 4, 5, 6, 7); // Determina os pinos do LCD no Arduino

TNV ARIAVEIS PARA CONTROLE DO TEMPO/HTTTHTTTTTTTTTTTTIHTTTITIIIINII
float inicialMillis_1;

float currentMillis;

float pauseMillis_1;

float currentMillis_1;

float gap;

int TEMPO;

TV ARIAVELS PARA CONTROLE DO TEMPO/IHTTTHTHTITHTTTITTTHTTTITTIIII

T EMCO 3 PWM T T
int EMCO_3 = 3; // Determina o pino da fonte EMCO no Arduino

T eMco 3 PWM T T T

M TECLADO DIGITAL PAINEL AT T

constint TDP_1 SELECT_38 = 38; //Determina o pino do teclado digital 1 de SELECT
(DESATIVADO)

const int TDP_2_ ENTER_39 = 39; //Determina o pino do teclado digital 2 de ENTER
(DESATIVADO)

const int TDP_3_UP_41 = 41; //Determina o pino do teclado digital 3 de UP

const int TDP_4 _DOWN_37 = 37; //Determina o pino do teclado digital 4 de DOWN

constint TDP_5 STAR_STOP_40 = 40; //Determina o pino do teclado digital 5 de START-
STOP



const int TDP_6_AGIT 42 = 42; //Determina o pino do teclado digital 6 de AGITACAO
(DESATIVADO)

M TECLADO DIGITAL PAINEL AT

T CHAVES SWITCH PAINEL /T
const int CMP_UP_43 = 43; //Determina o pino da chave switch UP

const int CMP_DOWN_44 = 44; //Determina o pino da chave switch DOWN

const int CMP_PAUSE_45 = 45; //Determina o pino da chave switch PAUSE
T CHAVES SWITCH PAINEL /0T i

HHHHHTTTHTTHTTTHICHAVE FIM DE CURSO /T i i

const int CFC_ALT_48 = 48;//Pino da chave fim de curso que indica a subida maxima
permitida

const int CFC_DOWN_47 = 47;/ ESSA CHAVE FICARA TEMPORARIAMENTE
DESATIVADA

const int CFC_UP_46 = 46;// Pino da chave fim de curso que indica a descida maxima
permitida

T HTTTHIICHAVE FIM DE CURSO /T i i

T BOZZER T T T ]
const int BUZZER_53 = 53; //Pino para o sinal sonoro

T BOZZER T i

s S s Sy
int LED_RGB_G_50 = 50;// Pino para led indicador verde RGB
int LED_RGB_B_51 = 51;// Pino para led indicador azul RGB

int LED_GREEN_52 = 52; // Pino para o segundo led indicador verde
s S s Sy
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M ReELE DO ESTADO SOLIDO /i

const int RES_49 = 49; // Pino do Rele do Estado Sélido. Transferencia do potencial para os
eletrodos

N ReELE DO ESTADO SOLIDO /i
M ReCe MAGNETICO M
const int RMA_22 = 22; // Pino do Rele Magnetico ventoinha AGITACAO

M ReELe MAGNETICO [T i i

HHHTHTTHTTHTTHTTHEASY DRIVER T o

int EASY_DIRE_23 = 23;// Pino que muda a direcao de rotacao do motor de passo

int EASY_W_STEP_24 = 24; /] Pino que aciona os passos do motor

int EASY_MS1 25 = 25; // Pino que aciona o meio micro passo do motor

int EASY_ENABLE_26 = 26; // Pino que liga e desliga o motor

int EASY_MS2_ 27 = 27; // Pino que aciona o full micro passo
HHHHHHTTTTTTHTITEASY DRINER T T T

I VARIAVELS DE ARMAZENAMENTO/NTTTTTTHTTHTTTTTTTTTTTTTTT 0
intV_TDP_5 STAR_STOP_40 = 0; // Variavel para armazenar o estado da tecla digital 5
int V_CMP_PAUSE_45 = 0; // Variavel para armazenar o estado da chave switch PAUSE
TN VARIAVEIS DE ARMAZENAMENTO/HTTTTTHTHTTTTTTT T i

T SWITCH CASE M i

int TROCA_CASE = 0; //Variavel de troca dos CASES
M SWITCH CASE i

T N oL SETUPRHHTTTTTTTTTTTTTTTTTTTHTHTTTTTH T
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void setup()

M, AVISQS INICIAILS T T

Icd.begin(16, 2); //Iniciar a comunicagdo com o LCD

Icd.clear(); // Limpar a tela LCD

Icd.setCursor(0,0); // Selecionar a coluna '0' e linha '0' do LCD

Icd.print("Ola LAMS! "); // Escrita da mensagem

Icd.setCursor(0,1);

lcd.print(" Seja bem vindo!);

delay(1000);

Icd.setCursor(0,0);

for (char k=0;k<26;k++){ // Funcéo de repeticao
Icd.scrollDisplayLeft(); // Caracteres se movem para esquerda do display

delay(50); // espaco de tempo em milisegundos

}

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,0);

Icd.print("Vamos extrair?");

delay(1000);

Icd.clear();

M ANISQOS INICIALS /T T

HHTTTHHTTTTTTTTIEMCO 3 PWM T |

pinMode (EMCO_3,0UTPUT); // Determina o modo que esté configurado o pino

HHHTHTTTHTTHTTHHTEMCO 3 PWM T i i T

HIHTTHTHTHTTTTTITTTTTICHAVE FIM DE CURSO M
pinMode (CFC_ALT_48, INPUT);
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pinMode (CFC_DOWN_47, INPUT);
pinMode (CFC_UP_46, INPUT);
HIHITHTTHTTTTTTTTTHTTTICHAVE FIM DE CURSO M)

HHTHTHTHITTHITHITTTECLADO DIGITAL PAINEL/ITHTTHTHTTHIHTTHITTHITHTTIHITT]
pinMode(TDP_1_SELECT_38, INPUT);

pinMode(TDP_2_ENTER_39, INPUT);

pinMode (TDP_3_UP_41, INPUT);

pinMode (TDP_4_DOWN_37, INPUT);

pinMode (TDP_5_STAR_STOP_40, INPUT);

pinMode (TDP_6_AGIT_42, INPUT);

HHHTHTHTHHTHTTHITECLADO DIGITAL PAINEL/IHTHITHIHTTHIHITHHITHHTHIHTITTT]

HHHTHTTTHTITTTHTTICHAVES SWITCH PAINEL AT
pinMode(CMP_UP_43, INPUT);

pinMode(CMP_DOWN_44, INPUT);

pinMode(CMP_PAUSE_45, INPUT);

HHHITHTTTHITTTTHTICHAES SWITCH PAINEL AT

= s v = s S
pinMode (BUZZER_53, OUTPUT);
B U ZZER S [T T T T ]

s = Sy
pinMode(LED_RGB_G_50, OUTPUT);
pinMode(LED_RGB_B_51, OUTPUT);
pinMode(LED_GREEN_52, OUTPUT);
s s s Sy

s = N s st Y
pinMode (RMA_22, OUTPUT);
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T TTTHTTTTTTRELE MAGNETICO /i

HHHHHHTTRELE DO ESTADO SOLIDO /i
pinMode (RES_49, OUTPUT);
M IRELE DO ESTADO SOLIDO /i

HHTHTTTHTTTTTTTHTTTTHTTHEASY DRIVER I
pinMode (EASY_DIRE_23, OUTPUT);

pinMode (EASY_W_STEP_24, OUTPUT);

pinMode (EASY_MS1_25, OUTPUT);

pinMode (EASY_ENABLE_26, OUTPUT);

pinMode (EASY_MS2_27, OUTPUT);

HHHTHTHTTHHTHTTTTTHEASY DRIVER M

T THHNICODIGO TESTE DOS OPERADORES//IHTHTHHTHTTITHTHTTHTHTIHTTIIHIN

digitalWrite(BUZZER_53, LOW); // Aciona um valor HIGH ou LOW para a variavel
delay(b);

digitalWrite(BUZZER_53, HIGH);

delay(b);

digitalWrite(BUZZER_53, LOW);

digitalWrite(RMA_22, LOW);//Teste do rele magnetico/AGITACAO (LED VERMELHO)
delay(500);

digitalWrite(RMA_22, HIGH);

delay(100);

digitalWrite(RMA_22, LOW);//Teste do rele magnetico/AGITACAO (LED VERMELHO)
delay(100);

digitalWrite(RMA_22, HIGH);

digitalWrite(RES_49, HIGH);//Teste do rele do estado solido (LED AMARELO)
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delay(100);

digitalWrite(RES_49, LOW);

delay(100);

digitalWrite(RES_49, HIGH);

delay(500);

digitalWrite(RES_49, LOW);//Teste do rele do estado solido (LED AMARELO)

digitalWrite(LED_RGB_G_50, HIGH);//Teste led rgb verde (SEM LED)
delay(2000);

digitalWrite(LED_RGB_G_50, LOW);

delay(100);

digitalWrite(LED_RGB_G_50, HIGH);

delay(100);

digitalWrite(LED_RGB_G_50, LOW);//Teste led rgb verde (SEM LED)

digitalWrite(LED_RGB_B_ 51, HIGH);//Teste led rgb azul (LED AZUL)
delay(100);

digitalWrite(LED_RGB_B_51, LOW);

delay(100);

digitalWrite(LED_RGB_B_51, HIGH);

delay(500);

digitalWrite(LED_RGB_B_51, LOW);//Teste led rgb azul (LED AZUL)

digitalWrite(LED_GREEN_52, HIGH);//Teste LED VERDE
delay(500);

digitalWrite(LED_GREEN_52, LOW);

delay(100);

digitalWrite(LED_GREEN_52, HIGH);

delay(100);

digitalWrite(LED_GREEN_52, LOW);//Teste LED VERDE
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T T THTTTIEASY DRINERIHTTTTITTTHTTITTTTTTTHTT ]
digitalWrite(EASY_ENABLE_26, LOW);

int i; // variavel para controle da fungao "for"

digitalWrite(EASY_DIRE_23, LOW); /I Set the direction.
digitalWrite(EASY_MS1_25, LOW);

digitalWrite (EASY_MS2_27, HIGH);

delay(100);

for (i = O; i<40; i++) // Define a quantidade de passo pela variavel "i"

{

digitalWrite(EASY_W_STEP_24, LOW); // O estado LOW/HIGH faz o acionamento do
motor

digitalWrite(EASY_W_STEP_24, HIGH);

delayMicroseconds(2000); // Controle da velocidade do motor de passo
}
digitalWrite(EASY_DIRE_23, HIGH); // Muda a direcao de movimento do motor
delay(100);

for (i = 0; i<40; i++)
{
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, LOW);
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, HIGH);
delayMicroseconds(2000);
}
eSS @ s\ S sy
TN CobIGO TESTE DOS OPERADORES//HHTHHTTHTIHIIITTTHTTTITINIIIII

T T e LA DEFAULT/HHTTTTIHTHTITTIHTTTTHT T ]
Icd.setCursor (0,0);
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Icd.print ("Stand by...");
T T ELA DEFAULT/HTTTTTTTTTTTTTTTHHTTTTTH T

} //FIM DO "VOID SETUP"
T TN OND SETUPHITHTTTITTTTTTHTTTHTTTTHTTTTH T

T TN OLD LOOP/HTTTITITTTTTTTITTTTTTIHTTTT T T
void loop()

T THTTTTTTIILEITURA INICIAL DAS PORTAS/HTHTTHHTTHTTTIHTTTITTTTTTIIIT
digitalRead (CFC_ALT_48); //Leitura do pino da chave fim de curso UP

int V_CFC_ALT 48 = digitalRead(CFC_ALT_48); //Armazena na variavel o valor lido
digitalRead (CFC_DOWN_47); //[CHAVE TEMPORARIAMENTE DESATIVADA

int V_CFC_DOWN_47 = digitalRead (CFC_DOWN_47); //CHAVE TEMPORARIAMENTE
DESATIVADA

digitalRead (CFC_UP_46); //Leitura do pino da chave fim de curso ALT
int V_CFC_UP_46 = digitalRead (CFC_UP_46); //Armazena na variavel o valor lido

digitalRead (TDP_1_SELECT_38); //[TECLA TEMPORARIAMENTE DESATIVADA

int V_TDP_1_SELECT_38 = digitalRead(TDP_1_SELECT_38); //TECLA
TEMPORARIAMENTE DESATIVADA

digitalRead (TDP_2_ENTER_39); //ITECLA TEMPORARIAMENTE DESATIVADA

intV_TDP_2 ENTER_39 = digitalRead(TDP_2_ENTER_39); // TECLA
TEMPORARIAMENTE DESATIVADA

digitalRead (TDP_3_UP_41); //Leitura do pino da Tecla digital 3 de UP
int V_TDP_3 UP_41 = digitalRead (TDP_3_UP_41); //Armazena na variavel o valor lido

digitalRead (TDP_4 DOWN_37); //Leitura do pino da Tecla digital 4 de DOWN

int V_TDP_4_DOWN_37 = digitalRead (TDP_4_DOWN_37); //Armazena na variavel o valor
lido
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digitalRead (TDP_5_STAR_STOP_40); //Leitura do pino da Tecla digital 5 de START/STOP
if (digitalRead (TDP_5_STAR_STOP_40)==HIGH){

V_TDP_5 STAR_STOP 40=1V_TDP_5 STAR_STOP_40;

delay(100);

}IIFIM if

digitalRead (TDP_6_AGIT_42); // TECLA TEMPORARIAMENTE DESATIVADA

int V_TDP_6_AGIT_42 = digitalRead (TDP_6_AGIT_42); /| TECLA TEMPORARIAMENTE
DESATIVADA

digitalRead (CMP_UP_43);// Leitura da chave switch UP

intV_CMP_UP_43 = digitalRead (CMP_UP_43); //Armazena na variavel o valor lido
digitalRead (CMP_DOWN _44);// Leitura da chave switch DOWN

int V_CMP_DOWN_44 = digitalRead (CMP_DOWN_44);//Armazena na variavel o valor lidoN
digitalRead (CMP_PAUSE_45); // Leitura da chave switch PAUSE

V_CMP_PAUSE_45 = digitalRead (CMP_PAUSE_45); // Armazena na variavel o valor lido
delay(100);

I TETTTTTIILEITURA INICIAL DAS PORTAS//HTTHHTTTTTTTTTTITTTTTTIIIT

HiniISUBIDA DO MOTOR DE PASSO EM CONDICAO INICIAL/HTHTHTHTHTHTHTTIIT

while ((V_CFC_UP_46 == 0) && (V_CMP_DOWN_44 == 1)&& (V_CMP_UP_43 == 0)){ //
Enquanto a chave fim de curso néo estiver acionada e a chave switch UP estiver acionada,
SUBA o0 motor de passo

digitalWrite(LED_GREEN_52, LOW);// Desligar o LED
digitalWrite(LED_RGB_B 51, LOW);// Desligar o LED

Icd.setCursor(0,0);
lcd.print("SOBE ");
Icd.setCursor(4,0);
lcd.print (" ");
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digitalWrite(EASY_ENABLE_26, LOW); // Aciona o motor
digitalWrite(EASY_DIRE_23, LOW); // Seleciona a dire¢cdo do motor de passo para cima

digitalWrite(EASY_MS1_25, LOW); /I A combinagao MS1(LOW)/MS2(HIGH) permite
acionar 1/4 do passo

digitalWrite (EASY_MS2_27, HIGH);
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, LOW);
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, HIGH);

delayMicroseconds(500); // Velocidade do motor

digitalRead (CMP_DOWN_44);

V_CMP_DOWN_44 = digitalRead (CMP_DOWN_44);
digitalRead (CFC_UP_46);

V_CFC_UP_46 = digitalRead(CFC_UP_46);

if (V_CMP_DOWN_44 == 0)){ // Se a chave for para posi¢ao neutra imprima na tela "Stand
by..."

Icd.clear ();
Icd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Stand by...");
Ml fim if

if (V_CFC_UP_46 ==1) && (V_CMP_DOWN_44 == 1)) { /| Se a chave fim de curso for
acionada, "suba um pouco mais"

TROCA_CASE = 1; /[Troca o CASE para ajuste fino da chave fim de curso
HIFim if

HIFim while
HHiIsSuBibA DO MOTOR DE PASSO EM CONDICAO INICIAL/HTTHTHTHTIIHTTTT

T IIDESCER CONDICAO INICIAL//HTTIHTHTHTH T

while ((V_CFC_ALT_48 ==0) && (V_CMP_UP_43 == 1)&&(V_CMP_DOWN_44 == 0)) { //
Enquanto a chave fim de curso ndo estiver acionada e a chave switch DOWN estiver
acionada, DESCA o motor de passo
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digitalWrite(LED_GREEN_52, LOW); //Desligar o LED
digitalWrite(LED_RGB_B_ 51, LOW); //Desligar o LED

Icd.setCursor(0,0);//
Icd.print("DESCE ");
Icd.setCursor(5,0);
lcd.print (" ");

digitalWrite(EASY_ENABLE_26, LOW); //Aciona o motor
digitalWrite(EASY_DIRE_23, HIGH); //Seleciona a direcdo do motor de passo para baixo

digitalWrite(EASY_MS1_25, LOW); // A combinagcao MS1(LOW)/MS2(HIGH) permite acionar
1/4 do passo

digitalWrite (EASY_MS2_27, HIGH);
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, LOW);
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, HIGH);

delayMicroseconds(500); // Velocidade do motor de passo

digitalRead (CMP_UP_43);
V_CMP_UP_43 = digitalRead (CMP_UP_43);
digitalRead (CFC_ALT_48);
V_CFC_ALT_48 = digitalRead(CFC_ALT_48);

if (V_CMP_UP_43 == 0)){ // Se a chave for para posi¢cao neutra imprima na tela "Stand
by..."

Icd.clear ();
Icd.setCursor (0,0);
Icd.print ("Stand by...");
Ml fim if

if (V_CFC_ALT_48 ==1) && (V_CMP_UP_43 == 1)) {// se a chave fim de curso for
acionada, "desca um pouco mais"

TROCA_CASE = 2; // Troca o CASE para ajuste fino da chave fim de curso
HIFim if
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HIFim while
T TTHTTDESCER CONDICAO INICIAL/HTTTHTHTTTHHTTTTTHT T

T INICIAR/PARAR A EXTRACAOQ /i

if (V_TDP_5_STAR_STOP_40 == 1)&&(V_CMP_PAUSE_45 == 1)&&(V_CMP_UP_43 ==
0)&&(V_CMP_DOWN_44 == 0)) {// Se a tecla digital START/STOP for acionada, desca a
base. quando chave fim de curso acionada va para case 4

digitalRead (CFC_ALT_48); //Leitura da chave fim de curso

int V_CFC_ALT_48 = digitalRead(CFC_ALT_48); // Armazena na variavel o estado da
chave fim de curso

while ((V_CFC_ALT_48 == 0)) {// Enquanto a CHAVE FIM DE CURSO NAO ESTIVER
ACIONADA

digitalWrite(LED_GREEN_52, LOW):// Desligue o LED VERDE
digitalWrite(LED_RGB_B_51, LOW);// Desligue LED AZUL

Icd.setCursor(0,0); // Seleciona a coluna "0" e linha "0"

Icd.print("DESCE "); // Imprime na tela

digitalWrite(EASY_ENABLE_26, LOW); // Aciona 0 motor de passo
digitalWrite(EASY_DIRE_23, HIGH); // Seleciona a direcdo do motor de passo para baixo
digitalWrite(EASY_MS1_25, LOW);

digitalWrite (EASY_MS2_27, HIGH);

digitalWrite(EASY_W_STEP_24, LOW);

digitalWrite(EASY_W_STEP_24, HIGH);

delayMicroseconds(500); // Velocidade do motor de passo

digitalRead (CFC_ALT_48); // Leitura da chave fim de curso
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V_CFC_ALT_48 = digitalRead(CFC_ALT _48); // Armazena na variavel o estado da chave
fim de curso

if (V_CFC_ALT_48 == 1)) {// se a CHAVE FIM DE CURSO FOR ACIONADA

TROCA _CASE = 2;// Troca 0 CASE para o ajuste fino de descida

HIFim if

HIFim while

TROCA_CASE = 4;

delay(500);

HIFim if

T INICIARIPARAR A EXTRACAO /T

s NS Y A S

if (V_CMP_PAUSE_45 == 0)&&(V_TDP_5_STAR_STOP_40 == 1)) {// Se a chave switch
de PAUSE estiver acionada va para o CASE 5

TROCA_CASE =5;

delay(100);

HIFim if
S s SN sy

o ey s Y e Vi
digitalRead (TDP_3_UP_41); // Leitura da tecla digital UP
digitalRead (TDP_4 DOWN_37); // Leitura da tecla digital UP

if (digitalRead (TDP_3_UP_41)== HIGH || digitalRead (TDP_4_DOWN_37) == HIGH){ // Se
a tecla digital up OU down forem acionadas va para o CASE 6

TROCA_CASE = 6;

}
T TTTTTTTTHTTTTTTIMARCAR TEMPO/TTTTTTTTTTTTITTTTTTTTHTTTTTTTTHTTTTTTTTTT]

s e o Y
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switch (TROCA_CASE) {
case 1:

CASE_1(); // AJUSTE FINO DE SUBIDA DO MOTOR DE PASSO
break;

case 2:

CASE_2(); // AJUSTE FINO DE DESCIDA DO MOTOR DE PASSO
/I break;

case 3:

CASE_3(); // AVISO DO TERMINO DO AJUSTE FINO DO MOTOR DE PASSO - SUBIR
OU DESCER

break;
case 4:
CASE_4(); // INICIAR/PARAR EXTRACAO
break;
case 5:
CASE_5(); // PAUSAR EXTRACAO
break;
case 6:
CASE_6 (); // SETAGEM DO TEMPO DE EXTRACAO
break;
case 7:
CASE_7 ();// SUBIDA DO MOTOR APOS EXTRACAO
break;

Hifim do swith

sl s s Sy

HIFIM DO "VOID LOOP"
T T TN OND LOOPHITITTTIITTTTTHTTTTTHTITTT ]

M CASE_1 - AJUSTE FINO DA SUBIDA DO MOTOR DE PASSO /i
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void CASE_1(){

Icd.setCursor(0,0);

lcd.print(" SOBE FRONTEIRA ™); // Imprime na tela
digitalwWrite(LED_GREEN_52, LOW);// Desliga o LED verde
digitalWrite(LED_RGB_B_51, HIGH);// Aciona o LED azul

int i; //Variavel para controle dos passos do motor

digitalWrite(EASY_ENABLE_26, LOW); // Aciona o motor

digitalWrite(EASY_DIRE_23, LOW);// Seleciona a dire¢do do motor de passo para cima
digitalWrite(EASY_MS1_25, LOW);

digitalWrite (EASY_MS2_27, HIGH);

delay(100);

for (i = 0; i<60; i++) // Ira subir "um pouco"

{
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, LOW);
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, HIGH);
delayMicroseconds(5000); // Velocidade do motor

HIFIM for

digitalWrite(EASY_DIRE_23, HIGH);// Seleciona a direcao do motor de passo para baixo
delay(300);

for (i = 0; i<20; i++) // Ir4 descer "um pouco"
{
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, LOW);
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, HIGH);

delayMicroseconds(5000); // Velocidade do motor



if (()> 18) {// Se ja tiver ajustado a situacao limite va para o CASE_3 avisar que acabou
delay(2000); // Aguardar 2 segundos

digitalWrite(LED_RGB_B_51, LOW);//desliga led Azul

TROCA _CASE = 3;// Troca o CASE para o0 aviso de término do ajuste

HIFIM if

HIFIM for

}IFIM CASE_1
I CASE_1 - AJUSTE FINO DA SUBIDA DO MOTOR DE PASSO /i

I CASE_2 - AJUSTE FINO DA DESCIDA DO MOTOR DE PASSO //iii
void CASE_2(){

Icd.setCursor(0,0);

Icd.print(" DESCE FRONTEIRA "); /[ Imprime na tela
digitalWrite(LED_GREEN_52, LOW);// desliga LED VERDE
digitalWrite(LED_RGB_B_51, HIGH);//liga led rgb azul

int i; //Variavel para controle dos passos do motor

digitalWrite(EASY_ENABLE_26, LOW); // Aciona 0 motor de passo
digitalWrite(EASY_DIRE_23, HIGH);// Seleciona a direcdo do motor de passo para baixo
digitalWrite(EASY_MS1_25, LOW);

digitalWrite (EASY_MS2_27, HIGH);

delay(100);

for (i = 0; i<60; i++)// Ira "descer um pouco"
{
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, LOW);
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, HIGH);

95
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delayMicroseconds(5000);// Velocidade do motor

YIFIM for

digitalWrite(EASY_DIRE_23, LOW);// Seleciona a direcdo do motor de passo para cima
delay(300);

for (i = 0; i<20; i++)// Ir4 "subir um pouco”
{
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, LOW);
digitalWrite(EASY_W_STEP_24, HIGH);

delayMicroseconds(5000); // Velocidade do motor de passo

if (()> 18) {// Se jativer ajustado a situacao limite va para o CASE_3 avisar que acabou
delay(2000);

digitalWrite(LED_RGB_B_51, LOW); //desliga led rgb azul

TROCA_CASE = 3; /[Troca o CASE para o aviso de término do ajuste

HIFIM if

HIFIM for

YIFIM CASE_2

M CASE_2 - AJUSTE FINO DA DESCIDA DO MOTOR DE PASSO //iii

M CASE_3 - AVISO DO TERMINO DO AJUSTE FINO DO MOTOR DE PASSO -
SUBIR OU DESCER //Hiiiiiiim

void CASE_3(){
Icd.clear(); // Limpa a tela
Icd.setCursor(0,0); // Seleciona a coluna '0' e linha '0' do LCD

digitalWrite(LED_GREEN_52, HIGH);//ligar LED VERDE

digitalRead (CMP_UP_43);// Leitura da chave switch UP
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int V_CMP_UP_43 = digitalRead (CMP_UP_43); // Armazena na variavel o estado lido da
chave switch UP

digitalRead (CFC_ALT_48); // Leitura da chave fim de curso UP

int V_CFC_ALT_48 = digitalRead(CFC_ALT_48); //Armazena na variavel o estado lido da
chave fim de curso UP

digitalRead (CMP_DOWN_44);// Leitura da chave switch DOWN

int V_CMP_DOWN_44 = digitalRead (CMP_DOWN_44); //Armazena na variavel o estado
lido da chave switch DOWN

digitalRead (CFC_UP_46); // Leitura da chave fim de curso ALT

int V_CFC_UP_46 = digitalRead(CFC_UP_46); //Armazena na variavel o estado lido da
chave fim de curso ALT

if (V_CFC_ALT 48 ==0) && (V_CMP_UP_43 == 0)) {// Se a chave fim de curso ainda
estiver acionada e a chave para subida nao estiver va para o CASE 0

digitalWrite(LED_GREEN_52, LOW);// desliga o LED VERDE
Icd.setCursor(0,0);

lcd.print ("Stand by..."); // Imprime na tela para esperar algum comando
delay (2000); // aguarda dois segundos

TROCA _CASE = 0; // Troca o0 CASE esperando o proximo comando
HIFim if

digitalWrite(BUZZER_53, HIGH);// aciona o0 aviso sonoro
delay(200); // aguarda 200 milisegundos
digitalWrite(BUZZER_53, LOW); // desaciona 0 aviso sonoro

delay(4000); // aguarda quatro segundos.

if (V_CFC_ALT _48==1) && (V_CMP_UP_43 == 0)) {// Se a chave fim de curso ainda
estiver acionada e a chave switch UP também estiver acionada, va para o CASE 0

digitalwrite(LED_GREEN_52, LOW); //desliga o LED VERDE
Icd.setCursor(0,0);

Icd.print ("Stand by..."); // Imprime na tela para esperar algum comando
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delay (2000); // aguarda dois segundos
TROCA_CASE = 0; // Troca o CASE esperando o proximo comando
HIFim if

if (V_CFC_UP_46 ==1) && (V_CMP_DOWN_44 == 0)) { // Se a chave fim de curso ainda
estiver acionada e a chave switch DOWN tambem estiver, va para o CASE 0

digitalwWrite(LED_GREEN_52, LOW); //desliga o LED VERDE
Icd.setCursor(0,0);

lcd.print ("Stand by..."); // Imprime na tela para esperar algum comando
delay (2000); // aguarda dois segundos

TROCA_CASE = 0; /l Troca o CASE esperando o proximo comando
HIFim if

HIFIM CASE_3

M CASE_3 - AVISO DO TERMINO DO AJUSTE FINO DO MOTOR DE PASSO -
SUBIR OU DESCER //Hiiiiiiim

TN CASE_4 - INICIAR/PARAR EXTRACAO /i
void CASE_4(){

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,0);

Icd.print("Extraindo..."); // Imprime na tela

digitalWrite(RES_49, HIGH); // Aciona rele do estado solido para aplicar o potencial
digitalWrite(RMA_22, LOW); // Aciona o rele magnético para agitacao

currentMillis = millis(); // fung@o millis marca quantos milisegundos o programa esta sendo
executado.
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if (inicialMillis_1 == 0){ // Se a variavel inicialMillis_1 valer "zero"

inicialMillis_1 = currentMillis; // valor fixo de inicialMillis_1 inicial. "contagem inicial do
cronometro”. valor da variavel TEMPO = 1, se passam 60 segundos.

I fim i

Icd.setCursor(0,1);
lcd.print ("Tempo: "); // Imprime na tela
Icd.setCursor (6,1);

Icd.print((currentMillis-(inicialMillis_1+gap))/60000, 2); // Imprime na tela o tempo decorrido
em minutos com duas casas decimais

Icd.setCursor (11,1);

Icd.print ("min");

digitalRead (TDP_5 STAR_STOP_40); // Leitura do teclado digital de start/stop.

if (digitalRead (TDP_5 STAR_STOP_40)==HIGH){ // Se o telcado digital de start/stop for
acionado

V_TDP_5 STAR _STOP_40=!V_TDP_5 STAR_STOP_40; // Armazena na variavel 0
inverso da leitura feita

delay(100);
HIFIM if

if (V_TDP_5 STAR _STOP_40 == 0) {// Se o teclado digital start/stop for acionado saia do
CASE_4, pare a contagem de tempo.

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,0);

lcd.print("STOP"); //imprima na tela

digitalWrite(RES_49, LOW);// Desligue rele do estado solido, pare de aplicar potencial.
digitalWrite(RMA_22, HIGH);// Desligue o rele magnético, pare a agitacao

delay(100);

inicialMillis_1 = 0; // Armazena o valor inicial para a variavel
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currentMillis = O; // Armazena o valor inicial para a variavel

gap = 0; // Armazena o valor inicial para a variavel

TROCA _CASE = 7; /l Troca o0 CASE para subir o motor de passo automaticamente
HIFim if

digitalRead (CMP_PAUSE_45); // Leitura da chave switch PAUSE

int V_CMP_PAUSE_45 = digitalRead (CMP_PAUSE_45);// Armazena na variavel o valor lido
da chave switch PAUSE

if ((currentMillis-(inicialMillis_1+gap))/1000 > (TEMPO*60)){ // Se o tempo de extracdo
acabar

digitalWrite(RES_49, LOW); // Desligue rele do estado solido, pare de aplicar potencial.
digitalWrite(RMA_22, HIGH); // Desligue o rele magnético, pare a agitacao

Icd.clear ();

Icd.setCursor(0,0);

lcd.print("ACABOU"); // Imprima na tela

delay(2000); // Aguarde dois segundos

int j;

for (j = 0; j<5; j++){ //controle de quantas vezes 0 aviso sonoro ira apitar para sinalizar o fim
da extracao

Icd.clear();

digitalWrite(LED_GREEN_52, LOW); // Desligar LED VERDE
digitalWrite(LED_RGB_B_51, LOW); // Desliga led rgb azul
digitalwWrite(BUZZER_53, HIGH); // aviso sonoro;
Icd.setCursor(0,0);

Icd.print("FIM DA EXTRACAQ"); // Imprime na tela
delay(600);

digitalwWrite(LED_GREEN_52, HIGH); // ligar LED VERDE
digitalWrite(LED_RGB_B_51, HIGH); // liga led rgb azul
digitalWrite(BUZZER_53, LOW); // aviso sonoro;
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delay(200);

HIFIM for

V_TDP_5 STAR_STOP_40 = 0; // Armazena o valor inicial para a variavel
inicialMillis_1 = 0; // Armazena o valor inicial para a variavel

currentMillis = O; // Armazena o valor inicial para a variavel

gap = 0; // Armazena o valor inicial para a variavel

TROCA_CASE =7; /] Troca o CASE para subir o motor de passo automaticamente
HIFIM if

YIFIM CASE_4

TN CASE_4 - INICIAR/PARAR EXTRACAO /TN

T CASE_S - PAUSAR EXTRACAO/ITIHTTTTTTIHHTITIITITTIIN
void CASE_5(){

digitalwWrite(LED_GREEN_52, HIGH); // ligar LED VERDE
digitalWrite(LED_RGB_B 51, HIGH); // Liga led rgb azul

digitalWrite(RES_49, LOW); // Desligue rele do estado solido, pare de aplicar potencial.
digitalWrite(RMA_22, HIGH); // Desligue o rele magnético, pare a agitacao

currentMillis = millis(); //funcéo millis marca quantos milisegundos o programa esta sendo
executado.

if (pauseMillis_1 == 0){ // Se a variavel pauseMillis_1 valer "zero"

pauseMillis_1 = currentMillis; // Atribui o valor de currentMillis para pauseMillis_1 no
momento que a chave switch de Pause for acionada.

}

digitalRead (CMP_PAUSE_45); // Leitura da chave switch Pause

V_CMP_PAUSE_45 = digitalRead (CMP_PAUSE_45);// Armazena na variavel o valor lido da
chave switch Pause

if V_CMP_PAUSE_45 == 1) {// Se a chave switch PAUSE for acionada novamente..
digitalWrite(LED_GREEN_52, LOW); // desligar LED VERDE
digitalWrite(LED_RGB_B_51, LOW); // desliga led rgb azul

gap = gap + (currentMillis - pauseMillis_1); // Armazena na variavel gap o espaco de tempo
gue a chave switch pause ficou acionada
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pauseMillis_1 = 0; // Atribui o valor inicial para pauseMillis_1
TROCA_CASE = 4; // troca o CASE para voltar a extracdo de onde parou
delay(1000); // aguarda um segundo

HIFim if

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,0);
lcd.print("PAUSE"); // Imprime na tela
delay(10);

HIFIM CASE_5

T CASE_S - PAUSAR EXTRACAO/ITTTTTTTTHTTITTTHTTTHTTTIIIT

M CASE_6 - SETAGEM DO TEMPO DE EXTRACAO/IHTTIHTTIIIIT

void CASE 6 () {

digitalRead (TDP_3_UP_41); // Leitura do teclado digital UP
digitalRead (TDP_4 DOWN_37); /I Leitura do teclado digital DOWN
digitalRead (CMP_UP_43); // Leitura da chave switch de UP

int V_CMP_UP_43 = digitalRead (CMP_UP_43); // Armazena na variavel o valor lido da
chave switch UP

digitalRead (CMP_DOWN_44); // Leitura da chave switch de DOWN

int V_CMP_DOWN'_44 = digitalRead (CMP_DOWN_44); /| Armazena na variavel o valor lido
da chave switch UP

if (digitalRead (TDP_3_UP_41)==HIGH) { // Se o teclado digital UP estiver acionada
aumente o tempo
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TEMPO = TEMPO + 1; // Incrementa uma unidade na varidvel TEMPO
Icd.setCursor(0,0);

lcd.print ("Tempo Extracao:"); // Imprime na tela

Icd.setCursor (6,1);

lcd.print(TEMPO); // Imprime na tela o valor da variavel tempo
Icd.setCursor (8,1);

Icd.print ("min"); // Imprime na tela

delay(200);

HIFim if

if (digitalRead (TDP_4 DOWN_37)== HIGH) {// Se o teclado digital DOWN estiver acionado
reduza o tempo

TEMPO = TEMPO - 1; // Reduza uma unidade na variavel TEMPO
Icd.setCursor(0,0);

lcd.print ("Tempo Extracao:"); // Imprime na tela

Icd.setCursor (6,1);

lcd.print(TEMPO); // Imprime na tela o valor da variavel tempo
Icd.setCursor (8,1);

Icd.print ("min"); // Imprime na tela

delay(200);

HIFim if

if (TEMPO) > 60) {// Se setar um tempo maior que 60 min, a contagem volta para zero
TEMPO = 0; // A varidvel TEMPO volta valer zero

Icd.clear ();

Icd.setCursor(0,0);

lcd.print ("Tempo Extracao:"); // Imprime na tela

Icd.setCursor (6,1);

lcd.print(TEMPO); // Imprime na tela o valor da variavel tempo
Icd.setCursor (8,1);

Icd.print ("min™); // Imprime na tela

delay(200);

HIFIM if

if (TEMPO) < 0) {// Se setar um tempo menor que 0 min, a contagem volta para zero

TEMPO = 0; // A variavel TEMPO volta valer zero
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Icd.clear ();

Icd.print ("Tempo Extracao:"); // Imprime na tela

Icd.setCursor (6,1);

lcd.print(TEMPO); // Imprime na tela o valor da variavel tempo
Icd.setCursor (8,1);

Icd.print ("min"); // Imprime na tela

delay(200);

I FIM if

if V_CMP_UP_43 ==1 && V_CMP_DOWN_44 == 0){ //Se acionar a chave switch DOWN

Icd.clear (); // Limpa o display LCD

delay (500);

TROCA_CASE = 0; // troca o CASE para aguardar uma agao

HI FIM if

if (V_CMP_UP_43 ==0 && V_CMP_DOWN_44 == 1){ //Se acionar a chave switch UP

Icd.clear (); // Limpa o display LCD

delay (500);

TROCA_CASE = 0; // troca o0 CASE para aguardar uma acao

I FIM if

I FIM CASE 6

TN CASE_6 - SETAGEM DO TEMPO DE EXTRACAO//IITTTTTIIIIIII

M CASE_7 - SUBIDA DO MOTOR APOS EXTRACAQ /i

void CASE_7 ()

Icd.clear ();

digitalRead (CMP_DOWN_44); // Leitura da chave switch DOWN

int V_CMP_DOWN_44 = digitalRead (CMP_DOWN_44); /| Amazena na variavel o estado da
chave switch DOWN
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digitalRead (CMP_UP_43); //Leitura da chave switch UP

intV_CMP_UP_43 = digitalRead (CMP_UP_43); //Amazena na variavel o estado da chave
switch UP

digitalRead (CFC_UP_46); //Leitura da chave fim de curso

int V_CFC_UP_46 = digitalRead(CFC_UP_46); // Armazena na variavel o estado da chave
fim de curso

while (V_CFC_UP_46 == 0)) {/ Enquanto a CHAVE FIM DE CURSO NAO ESTIVER
ACIONADA

digitalWrite(LED_GREEN_52, LOW);// Desligue o LED VERDE
digitalWrite(LED_RGB_B 51, LOW);// Desligue LED AZUL

Icd.setCursor(0,0); // Seleciona a coluna "0" e linha "0"
Icd.print("SOBE "); // Imprime na tela
Icd.setCursor(4,0); // Seleciona a coluna "4" e linha "0"

lcd.print (" ");

digitalWrite(EASY_ENABLE_26, LOW); // Aciona 0 motor de passo
digitalWrite(EASY_DIRE_23, LOW); // Seleciona a dire¢cdo do motor de passo para cima
digitalWrite(EASY_MS1_25, LOW);

digitalWrite (EASY_MS2_27, HIGH);

digitalWrite(EASY_W_STEP_24, LOW);

digitalWrite(EASY_W_STEP_24, HIGH);

delayMicroseconds(500); // Velocidade do motor de passo

digitalRead (CMP_DOWN_44); // Leitura da chave switch DOWN

V_CMP_DOWN_44 = digitalRead (CMP_DOWN_44); // Amazena na variavel o estado da
chave switch DOWN

digitalRead (CFC_UP_46); // Leitura da chave fim de curso

V_CFC_UP_46 = digitalRead(CFC_UP_46 ); // Armazena na variavel o estado da chave fim
de curso

if (V_CFC_UP_46 == 1)) {// se a CHAVE FIM DE CURSO FOR ACIONADA
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TROCA_CASE = 1;// Troca o CASE para o ajuste fino de subida
HIFim if

H/Fim while

Y FIM CASE 7

M CASE_7 - SUBIDA DO MOTOR APQOS EXTRACAQ /i



