Limites de Detegao de Fluorescéncia utilizando o

Espetrometro de Fluorescéncia Lumilux 5100
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Palavras-chave:

0 Limite de Detecdo (LOD) em fluorescéncia é a
concentragdo minima de analito que permite distinguir
entre o sinal de fundo do branco e o sinal de fluorescéncia
do analito, sendo um dos principais indicadores de
desempenho do espetrometro de fluorescéncia. Portanto,
0 limite de detegdo € tipicamente definido como a
concentracdo de analito que origina um sinal do
instrumentoigual atrés vezes o desvio padrao do ruido.

0 limite de detecdo foi determinado pela seguinte
equacao:

Concentragao de Fluorecencia

LOD = ( S ) x

(Desvio padrao do branco x 3)

Onde S é a intensidade liquida do sinal, a partir da qual o
ruido de fundo (background) é subtraido da média do sinal
naintensidade maxima de fluorescéncia.

Reagentes e Aparelhos:

1.Espectrometro de Fluorescéncia Lumilux 5100

2. Hidroxido de Sadio 0,01N

3. Cuvete de fluorescéncia com caminho otico de 10mm
4. Fluoresceina (Sigma-Aldrich)
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Procedimento:

|. Dissolver a Fluoresceina em Hidrdxido de Sédio 0.01 N
parapreparar uma solugao padrdo de 1mM.
II. Diluir asolugao stock até obter aconcentracdo de 1 pM.

Medico de amostra:

|. Configurar os parametros de ensaio conforme a Tabela 1
abaixo.

Modo de medicéao

Tempo de Scan

Corregao de Nao
Excitacao
Escuro Inicial Sim
Chopper (Hz) -
Comprimento de 480
Onda de Excitagao
(nm)

Largurade Fendade | 10
Excitagdo (nm)

Filtro de Excitagcao Ar
Comprimento de 515
Onda de Emisséao

(nm)

Largura de Fendade | 10
Emissao (nm)
Filtro de Emisséao Ar
Voltagem (V) 700
Tempo de Resposta 1
(s)

Corregao de Emissao | Nao

Ganho X8
Duracéao (s) 60
Intervalo de Dados 0.1

(s)

|. Medir o branco (Hidroxido de Sodio 0.01N).
II. Medir as solucdes padréo de Fluoresceinade 1pM.
III. Assim que amedicao terminar, guardar os dados.
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Resultados: Fluoresceina
Intensidade fluorescéncia (= Limite de

A Fluoresceina em Hidroxido de Sodio € medida para STD) Detecéo

confirmar as condicdes de fluorescéncia. Os espetros de , (LOD)

excitacdo (linha vermelha) e de emissdo (linha preta) de (E:\lr:g;o) Fl“‘(’;e;sl‘;'”a M

Fluoresceina 0.1 M séo apresentados na Figura 1. As 85319« 52627 17 =

intensidades de emissdo do branco e da Fluoresceina no 54.04 225.24 1.5

modo Time Scana 515 nm, utilizando o Lumilux 5100, sdo

apresentadas abaixona Figura 2. Conclusao:

a) 0 espectrometro de fluorescéncia Lumilux 5100

7 demonstra uma boa sensibilidade nos testes para o limite

— de detecdo de fluoresceina em solugéo de hidroxido de
sdio. 0 LOD de fluoresceina utilizando o Lumilux 5100 foi
, determinado em 11,5 fM. Estes limites de detegdo
;' \ relatados sao alcancaveis apenas utilizando fluoresceina
comas definigdes do instrumento especificadas.

Referéncias:
1. Comité E-13 da ASTM sobre Espectroscopia Molecular

M , . N Lo
20000 (E579-04), Método de Ensaio Padrdo para o Limite de
S Detecdo por Fluorescéncia do Sulfato de Quinina em
2 NaOH Solugéo.
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Figura 2: Varrimento Temporal (Time Scan) da Fluoresceina e do
Branco.

As intensidades dos sinais da solugdo em branco e da
solugdo de fluoresceina foram adquiridas através da
média dos sinais durante um tempo total de recolha de 60
s, respetivamente. O desvio padrédo do sinal do branco
também foi obtido nas mesmas condicdes.

0 limite de detecao da fluoresceina para o Lumilux 5100,
utilizando a Equacdo 1 e as configuracdes especificadas
doinstrumentonaTabela1,foide 11,5fM.
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