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Trindade, pelo apoio de sempre, sendo amigos que eu sei que posso contar por toda a

minha vida.



RESUMO

THADEU, F. C. Modelagem computacional da teoria de Stern-Volmer aplicada ao
estudo da interação de ligantes com protéınas. 2019. 66 f. Dissertação (Mestrado em
Ciências Computacionais) – Instituto de Matemática e Estat́ıstica, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O presente trabalho descreve um modelo matemático computacional voltado para
a aplicação da teoria de Stern-Volmer no tratamento de dados obtidos dos espectro-
fluoŕımetros no método de supressão de fluorescência. Uma vez que nas pesquisas atuais
tais tratamentos são realizados manualmente e repetidamente por uma equipe de pesqui-
sadores, além do alto consumo de tempo, é posśıvel que haja a introdução de erros ou de
procedimentos incorretos no processo, que podem comprometer os resultados atingidos.
Assim, o desenvolvimento de uma ferramenta dedicada para realizar essa tarefa torna-se
relevante, sendo esta modelagem o alvo desta pesquisa. O objetivo do trabalho é o de
desenvolver um programa que permita agilizar e sistematizar o tratamento matemático e
estat́ıstico dos dados instrumentais que são aplicados às equações e parâmetros definidos
pela Teoria de Stern-Volmer, visando a obtenção dos gráficos e constantes que caracteri-
zam as interações entre diversos ligantes e protéınas, através do método de supressão de
fluorescência. O software proposto foi desenvolvido no Ambiente de Desenvolvimento In-
tegrado (IDE) Netbeans 8.2, utilizando a linguagem Java 8, com interface gráfica JavaFX,
permitindo a direta entrada de dados provenientes dos fluoŕımetros, e proporcionando a
simplificação, dinamização e refinamento na obtenção dos resultados. Tal software foi
implementado e é capaz de apresentar os gráficos, as equações e as constantes relacio-
nadas ao fenômeno de supressão de fluorescência conforme o modelo de Stern-Volmer,
automatizando e agilizando a obtenção de resultados no que tange as análises de dados
de supressão de fluorescência decorrente da interação de ligantes com protéınas.

Palavras-chave: Modelagem computacional. Supressão de fluorescência. Teoria de

Stern-Volmer. Regressão linear.



ABSTRACT

THADEU, F. C. Computational modeling of Stern-Volmer theory applied to the study of
the interaction of protein binders. 2019. 66 f. Dissertação (Mestrado em Ciências
Computacionais) – Instituto de Matemática e Estat́ıstica, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The present work describes a computational mathematical model for the applica-
tion of the Stern-Volmer theory in the treatment of data obtained from spectrofluorimeters
in the method of quenching of fluorescence. Since in current research such treatments are
performed by a team of researchers, manually and repeatedly, in addition to the high
time consumption, there may be mistakes or incorrect procedures in the process that
could compromise the results achieved. Thus, the development of a dedicated tool to
accomplish this task becomes relevant, being this model the target of this research. The
objective of the work is to develop a program that allows to streamline and systematize
the mathematical and statistical treatment of the instrumental data that are applied to
the equations and parameters defined by the Stern-Volmer Theory, aiming to obtain the
graphs and constants that characterize the interactions between a variety of ligands and
proteins, by the fluorescence suppression method. The proposed software was developed in
the Netbeans 8.2 Integrated Development Environment (IDE), using the Java 8 language,
with JavaFX graphical interface, allowing the direct input of data from the fluorimeters,
and providing the simplification, dynamization and refinement in obtaining results.Such
software has been implemented and is able to present the graphs, equations and constants
related to the phenomenon of fluorescence quenching according to the Stern-Volmer mo-
del, automating and speeding up the results in relation to the data analysis of fluorescence
quenching due to the interaction of ligands with proteins.

Keywords: Computational modeling. Quenching of fluorescence. Stern-Volmer theory.

Linear regression.
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Figura 3 - Gráfico de Stern-Volmer para a supressão dinâmica . . . . . . . . . . . 18
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Figura 24 - Detalhe dos resultados apresentados pelo programa . . . . . . . . . . . 47
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V Volume da esfera

Kapp Constante aparente de supressão combinada



λ Comprimento de onda

Ki(λ) Constante de supressão do i-ésimo fluoróforo para o comprimento λ
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INTRODUÇÃO

A motivação deste estudo que vem sendo realizado sobre o modelo de Stern-Volmer

através de um aspecto matemático-computacional, origina-se da ausência de um aplicativo

dedicado que permita tratar os dados obtidos dos equipamentos de fluorimetria, assim

como auxiliar na catalogação dos mesmos, especificamente, nos obtidos em espectroscópios

de fluorescência. Uma vez que os procedimentos originais de construção dos gráficos do

modelo em estudo, o cálculo das constantes, a aplicação das equações para a determinação

do número de śıtios de ligação, entre outros processos, são consideravelmente laboriosos

quando realizados manualmente, torna-se relevante o desenvolvimento de um software

espećıfico para realizar essas tarefas.

Dentre os trabalhos do f́ısico alemão Otto Stern (1888 - 1969), Prêmio Nobel em

f́ısica em 1943, e do qúımico alemão Max Volmer (1885 - 1965) destacam-se aqueles

produzidos colaborativamente entre eles, explorando a cinética relacionada a processos

de desativação fotof́ısicos intramoleculares. Tais processos podem ser identificados como

qualquer fenômeno no qual uma molécula sofre uma aceleração da taxa de decaimento do

estado excitado de seus elementos. Como exemplos destes processos, também denomina-

dos como quenching, pode-se citar a fosforescência e a fluorescência; este último, alvo do

modelo explorado nesta dissertação (TOENNIES et al., 2011; LAKOWICZ, 2006).

Inicialmente é apresentada uma visão geral acerca do fenômeno de fluorescência,

mais especificamente do processo de supressão de fluorescência, definido como qualquer

processo f́ısico-qúımico-biológico que provoca a diminuição da intensidade da fluorescência

de uma amostra. São conhecidas diversas origens para a ocorrência desta supressão, sendo

as mais relevantes, (a) as reações no estado excitado, (b) os rearranjos moleculares, (c)

a transferência de energia, (d) a formação de complexos (ou supressão estática), e (e)

a supressão por colisão (ou supressão dinâmica). Tal fenômeno fluorimétrico é utilizado

como fonte de informações para a análise de sistemas biomoleculares (SILVA, 2003; SILVA;

CORTEZ; LOURO, 2004a; SILVA et al., 2004b; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004c; SILVA

et al., 2010a; SILVA et al., 2010; FRAGOSO et al., 2012).

Essas análises realizadas são descritas em sua sequência de processos, permitindo-

se compor o modelo em estudo para finalmente propor-se um ambiente computacional

adequado para o tratamento matemático e estat́ıstico dos dados experimentais obtidos,

possibilitando realizar as tarefas condizentes ao modelo fluorimétrico proposto por Otto

Stern e Max Volmer, como por exemplo, a construção dos gráficos e a determinação

das constantes relacionadas a esse modelo (LAKOWICZ, 2006; SILVA, 2003; SILVA;

CORTEZ; LOURO, 2004a; SILVA et al., 2004b; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004c; SILVA

et al., 2010a; SILVA et al., 2010).

Esse ambiente computacional proposto, alimentado com os dados provenientes dos
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equipamentos, deve ser capaz de construir os gráficos referentes ao modelo de supressão de

Stern-Volmer, bem como determinar a constante de Stern-Volmer, possibilitando então a

análise da interação da protéına com elementos supressores espećıficos. Assim, é posśıvel

realizar uma análise in vitro da interação de diferentes substâncias supressoras, também

chamadas de ligantes, com diversas protéınas transportadoras (como por exemplo a albu-

mina sérica), componentes dos organismos vivos, sendo assim uma importante ferramenta

para dinamizar as pesquisas em setores bio-farmacêuticos.

Tendo em vista o supracitado, este trabalho tem como objetivo e foco, viabilizar

a automatização da aplicação do modelo de Stern-Volmer, explicitado pela equação que

o descreve, bem como a geração dos gráficos e determinação da constante relacionados a

esse modelo, através de um ambiente computacional, proprietário ou não.

No que tange a organização estrutural desta escrita, o Caṕıtulo 1 apresenta os

procedimentos utilizados para a realização da pesquisa nos aspectos teóricos e práticos.

O Caṕıtulo 2 descreve os fenômenos luminescentes de fluorescência e fosforescência, com

foco no primeiro, e aborda o processo de supressão de fluorescência quando da interação

de diferentes substâncias. Em seguida, o Caṕıtulo 3 trata dos principais tipos de processos

de supressão e da descrição do modelo teórico e matemático, proposto por Stern-Volmer,

para cada um desses tipos de supressão. O Caṕıtulo 4 expõem o caso de análise do

processo de decaimento de fluorescência para as interações com protéınas, em especial

com as albuminas séricas bovina e humana, citando alguns exemplos de interações com

diversas substâncias. Finalmente, o Caṕıtulo 5 apresenta a proposta, a implementação

e os resultados do modelo matemático computacional proposto, incluindo a descrição

dos motivos pela escolhas das ferramentas utilizadas para o desenvolvimento, o modo

de uso da aplicação, o modo de funcionamento algoŕıtmico da aplicação e os resultados

apresentados pela mesma.
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1 A PESQUISA

Neste trabalho foi realizada uma pesquisa documental, baseando-se na literatura

espećıfica no estudo do tema, no peŕıodo de 1976 até os dias de hoje. Foram utilizadas

também literaturas auxiliares que contextualizam tal estudo, como por exemplo, a uti-

lização da supressão de fluorescência na análise da interação de substâncias diversas e a

utilização de processos estat́ısticos para análise de dados e obtenção de resultados.

No que diz respeito ao procedimento laboratorial e matemático-estat́ıstico origi-

nal da pesquisa, utilizando o método fluorimétrico pautado no modelo de Stern-Volmer,

construiu-se um arcabouço metodológico sequencial baseado no protocolo e no acompa-

nhamento das rotinas utilizadas pelas equipes de farmacologia nos laboratórios da Uni-

versidade do Estado do Rio de Janeiro.

Após a apresentação teórica inicial são apresentados aspectos espećıficos relaciona-

dos ao processo de supressão fluorimétrica, fenômeno descrito com maiores detalhes mais

adiante e que proporcionará campo de dados para a pesquisa em ação.

Finalmente a equação e o modelo de Stern-Volmer ganham contornos através da

implementação de uma ferramenta computacional original e inédita, que automatiza a ob-

tenção dos gráficos, equações e constantes relacionados ao fenômeno de supressão descrito

conforme esse modelo. Essa aplicação computacional foi desenvolvida utilizando a lingua-

gem Java 8 trabalhada em uma IDE; baseando-se em um modelo matemático-estat́ıstico

correspondente ao da pesquisa original. Tal ferramental tem por objetivo auxiliar os

pesquisadores dos setores bio-farmacêuticos, assim como os de áreas relacionadas, que

lidam com os processos de supressão de fluorescência e com o modelo citado, no sentido

de dinamizar e otimizar os processos inerentes as pesquisas que se utilizam desse modelo

fluorimétrico.
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2 FLUORESCÊNCIA E SUPRESSÃO DE FLUORESCÊNCIA

A fluorescência é um fenômeno de luminescência, ou seja, é caracterizado pela

emissão de luz, por parte de uma substância, advinda de transição de estados eletrônicos

excitados para outro estado de menor energia. Diferencia-se da fosforescência, outro

fenômeno luminescente, pois essa ocorre a partir de um estado excitado tripleto enquanto

a primeira ocorre a partir de um estado excitado singleto. Este estado caracteriza-se pela

manutenção do spin do elétron promovido durante a excitação da substância, enquanto no

ńıvel de excitação tripleto ocorre uma inversão no sentido do spin do elétron promovido,

conforme pode ser visualizado na Figura 1 (LAKOWICZ, 2006; SOUZA et al., 2000).

De uma forma geral, conforme Lakowicz (2006) esses fenômenos de luminescência

podem ser descritos através do diagrama de Jablonski (Figura 2). Observa-se, simplifica-

damente, que uma substância, ao absorver um conjunto de fótons de energia apropriada,

pode ter parte de suas moléculas passando do estado fundamental (S0) para um excitado,

singleto (S1, S2) ou tripleto (T1), e que no instante que tais moléculas retornarem ao estado

original ocorrerá a emissão de radiações fluorescentes e fosforescentes, respectivamente.

No presente trabalho é abordado exclusivamente o fenômeno da fluorescência e

Figura 1 – Diagrama esquemático do arranjo de spins para

os diferentes estados de excitação

Legenda: Estado fundamental a esquerda, estado excitado

singleto (sem alteração de spin) ao centro e

estado excitado tripleto a direita (com alteração

de spin).

Fonte: Souza, 2008.
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Figura 2 – Diagrama de Jablonski

Legenda: Estado fundamental S0 e estados excitados

singleto (S1 e S2) e tripleto (T1). O retorno ao

estado fundamental a partir dos estados singleto

e tripleto, produz a emissão de fluorescência e

fosforescência, respectivamente.

Fonte: Lakowicz, 2006.

como suas caracteŕısticas com alta sensibilidade de observação podem ser estudadas em

análises de processos e pesquisas na área da biomatemática. Esse fenômeno, quando se

trata de compostos orgânicos, ocorre tipicamente em estruturas aromáticas (LAKOWICZ,

2006; KATZUNG; TREVOR, 2017; KRAGH-HANSEN, 1981; SOUZA et al., 2000).

Os dados produzidos a partir dos estudos desse fenômeno resultam de testes espec-

troscópicos de fluorescência, utilizando equipamentos próprios para esse fim. A fluorime-

tria é a ciência responsável por esse estudo e uma de suas técnicas apoia-se especificamente

no fenômeno da supressão de fluorescência, no qual busca-se analisar algum compor-

tamento sistemático baseando-se na variação de fluorescência emitida de uma amostra

(CORTEZ et al., 2012; SILVA, 2003; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004a; SILVA et al.,

2004b; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004c; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; FRA-

GOSO et al., 2016; FRAGOSO et al., 2012).

Conforme descrito, a supressão de fluorescência é uma técnica de espectroscopia

muito utilizada em pesquisas que trabalhem com dados fluorimétricos (FRAGOSO et al.,

2012; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; CORTEZ et al., 2012). Essa técnica baseia-

se na identificação de perfis de decaimento de fluorescência de uma amostra conforme

ela interage com outra substância, denominada genericamente supressor, utilizando-se de

substância naturais da amostra como sonda desse fenômeno. O processo de supressão

da fluorescência de uma amostra pode ocorrer por diversos motivos, podendo ser cano-



16

nicamente divididos em supressão dinâmica e supressão estática. Em ambos os casos é

necessário que estejam em contato algum elemento fluorescente da amostra, denominado

genericamente como fluoróforo, e um elemento que promova a diminuição da intensi-

dade dessa radiação fluorescente, denominado supressor (LAKOWICZ, 2006; KATZUNG;

TREVOR, 2017; KRAGH-HANSEN, 1981).

No caso da supressão dinâmica há colisão dos fluoróforos com o supressor du-

rante a permanência do estado de excitação, e após a dissociação dos dois elementos, os

fluoróforos retornam ao seu estado fundamental, contudo sem emitir fótons, diminuindo

assim a intensidade de fluorescência emitida pela amostra. Por outro lado, no caso da

supressão estática forma-se um complexo não fluorescente entre o fluoróforo e o supres-

sor, promovendo da mesma forma a redução da radiação emitida (LAKOWICZ, 2006;

KRAGH-HANSEN, 1981; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010).
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3 TIPOS DE SUPRESSÃO DE FLUORESCÊNCIA E O MODELO DE

STERN-VOLMER

3.1 Teoria da supressão dinâmica ou de colisão

No processo de supressão dinâmica de fluorescência o elemento supressor colide

com os fluoróforos em estado excitado, que ao retornar ao estado fundamental, após a

excitação, apresenta uma diminuição da intensidade de radiação fluorescente total emitida

(LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981).

Analisando o modelo de Stern-Volmer especificamente, lidando com as análises de

propriedades de absorção e emissão de radiação fluorescente por entes espećıficos, bem

como com a determinação dos perfis de decaimento da fluorescência em função do tempo,

ao tratar de sistema de supressão dinâmica tem-se um comportamento conforme a seguinte

equação:

F0

F
= 1 + kqτ0[Q] = 1 +KD[Q] (1)

Onde F0 e F são a intensidade da fluorescência na ausência ou presença do supressor,

respectivamente; kq é a constante de supressão bimolecular; τ0 é o tempo de duração

do fluoróforo na ausência do supressor e Q é a concentração do supressor. Também

pode-se lidar diretamente com a constante de supressão de Stern-Volmer, genericamente

denotada por KSV = kqτ0, quando não é conclusivo o tipo de supressão que ocorreu,

e neste caso particular da supressão dinâmica denotado por KD = kqτ0. Além dessas

notações é posśıvel utilizar as notações KS (seção 3.2) e Kapp (seção 3.3), respectivamente,

para o caso de supressão estática e o caso de supressão estática e dinâmica combinadas

(LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981).

Usualmente representam-se os dados da supressão através de um gráfico da variação

da intensidade de fluorescência (F0/F ) pela concentração do supressor ([Q]). Observando

a equação 1, esse gráfico representa uma reta, que intercepta 1 no eixo das ordenadas e

tem como coeficiente angular a constate de supressão caracteŕıstica KD (Figura 3).

De uma forma geral, esta representação como uma reta está ligada ao fato de existir

uma única classe de fluoróforos na amostra, com a mesma acessibilidade do supressor,

descrevendo então um gráfico linear (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981). Caso

haja mais de uma classe de fluoróforos, sendo algumas delas não acesśıveis ao supressor,

nota-se um desvio em direção ao eixo das abscissas, como é melhor explorado na subseção

3.4.2.

Ainda observando a Figura 3, nota-se que em temperaturas elevadas ocorre um
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Figura 3 – Gráfico de Stern-Volmer para a supressão

dinâmica

Legenda: Gráfico da concentração de supressor [Q] pela

razão de variação de fluorescência F0/F. Observe

que o aumento da temperatura provoca uma

intensificação do processo de supressão dinâmica,

representado pelo aumento do valor KD.

Fonte: Lakowicz, 2006.

aumento do coeficiente angular dessa reta, ou seja, um aumento do valor da constante KD.

Logo, interpretando o modelo, essa elevação de temperatura provoca uma intensificação

do processo de supressão de fluorescência dinâmica, efeito que pode ser justificada devido

a mais rápida difusão do supressor (decorrente no aumento de volume da molécula, graças

ao acrescento de temperatura) e consequente aumento das taxas de colisão (LAKOWICZ,

2006; KRAGH-HANSEN, 1981).

Apesar da supressão estática também poder ser representada por uma reta, como é

apresentado na seção 3.2, uma boa forma de diferenciá-la da dinâmica, segundo Lakowicz

(2006), é através da sua dependência com a temperatura e viscosidade. Quanto mais alta

é a temperatura e/ou menor a viscosidade, mais rapidamente ocorre a difusão do supressor

pela estrutura molecular, provocando o aumento da taxa de supressão por colisão; e mais

facilmente são dissociados os complexos fracamente ligados, provocando a diminuição da

taxa de supressão estática (observe comparativamente as Figuras 3 e 4).

Em outra análise, nota-se que a intensidade da fluorescência é proporcional à con-

centração de fluoróforos em estado ativado, [F ∗], e como sobre uma iluminação cont́ınua

a população de fluoróforos torna-se constante, pode-se dizer que d[F ∗]/dt = 0 (LA-

KOWICZ, 2006). Logo, tem-se para a ausência e presença de elemento supressor as
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seguintes equações, respectivamente:

d[F ∗]

dt
= f(t)− γ[F ∗]0 = 0 (2)

E

d[F ∗]

dt
= f(t)− (γ + kq[Q])[F ∗] = 0 (3)

Onde f(t) é a função de ativação e γ a taxa de decaimento do fluoróforo na ausência de

supressor. Resolvendo as equações adequadamente e dividindo-as tem-se:

F0

F
=
γ + kq[Q]

γ
= 1 + kqτ0[Q] (4)

Retornando assim a equação de Stern-Volmer.

E a partir do momento que a supressão dinâmica é uma taxa do processo de difusão

das ativações, os tempos de duração na ausência (τ0) e na presença (τ) do supressor são:

τ0 = γ−1 (5)

τ = (γ + kq[Q])−1 (6)

Dáı,

τ0

τ
= 1 + kqτ0[Q] (7)

Com isso, pode-se notar uma importante relação inerente ao processo de supressão

dinâmica: uma taxa de decrescimento equivalente entre a intensidade da fluorescência

e a duração das ativações (que ocorre devido ao aumento da taxa de despovoação das

ativações por consequência da supressão dinâmica). Assim tem-se:

F0

F
=
τ0

τ
(8)

Enquanto isso, este processo de diminuição da duração não ocorre na supressão
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estática, pois apenas as moléculas fluorescentes são observadas. Como os fluoróforos

não formam complexos, apresentam duração inalterada τ0 (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-

HANSEN, 1981).

Analisando a constante de supressão bimolecular (kq), pode-se interpretá-la em

termos da frequência de colisão Z entre as moléculas dispersadas no processo de supressão

(LAKOWICZ, 2006). Tal frequência de colisão é dada por:

Z = k0[Q] (9)

Onde k0 é a constante da taxa de difusão controlada bimolecular, que descreve o

fluxo de difusão de uma molécula de coeficiente D através da superf́ıcie de uma esfera de

raio R e pode ser obtida pela equação:

k0 =
4πRDN

1000
=

4πN

1000
(Rf +Rq)(Df +Dq) (10)

Onde R é o raio de colisão (em geral dado pela soma dos raios moleculares do

fluoróforo e do supressor, Rf e Rq, respectivamente); D é a soma dos coeficientes de

difusão do fluoróforo e do supressor, Df e Dq, respectivamente; e N é o número de

Avogadro.

Dessa forma é posśıvel relaciona-lo a constante kq com o valor de k0 através da

eficiência da supressão (fQ), ou seja:

kq = fQk0 (11)

Vale ressaltar que as relações biomatemáticas descritas nesta sessão são bases fun-

damentais para escrita, relacionando as análises dessa pesquisa e de demais na esfera de

abordagem de supressão de fluorescência.

3.2 Teoria de supressão estática

Além da supressão que ocorre pela colisão entre os fluoróforos e o supressor, con-

forme exposto, pode ocorrer também a denominada supressão estática, resultado da

formação de complexos não fluorescentes na interação dos fluoróforos com o supressor,

resultando igualmente no decaimento da fluorescência do composto (LAKOWICZ, 2006;

KRAGH-HANSEN, 1981).

Para o caso da supressão estática, a relação entre a intensidade da fluorescência e
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a concentração de supressor se estabelece pela constante de associação graças à formação

dos complexos e, conforme o modelo em estudo (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN,

1981), é dada por:

KS =
[F −Q]

[F ][Q]
(12)

Onde [F −Q] é a concentração do complexo, [F ] é a concentração do fluoróforo, e

[Q] é a concentração do supressor. Naturalmente, tem-se que a concentração de fluoróforo

é dada por:

[F ]0 = [F ] + [F −Q] (13)

Logo,

KS =
[F ]0 − [F ]]

[F ][Q]
=

[F ]0
[F ][Q]

− 1

[Q]
(14)

Arrumando a equação 14 e substituindo as concentrações pelas intensidades de

fluorescência tem-se:

F0

F
= 1 +KS[Q] (15)

Pode-se perceber que em ambos os casos, o da supressão dinâmica e o da supressão

estática, a relação entre F0/F e a concentração de supressor ([Q]) é linear, podendo

ser interpretadas utilizando a mesma equação de Stern-Volmer (equação 15). Com isso,

a simples análise da intensidade não é suficiente para determinar qual foi a supressão

ocorrida. Além da diferenciação citada no item anterior, relacionada às variações do

gráfico de Stern-Volmer de acordo com a variação de temperatura e viscosidade, usam-se

em definitivo as medidas de duração de fluorescência para conseguir distinguir qual é o

tipo de supressão ocorrida (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981). Isso é posśıvel

devido ao fato da supressão estática remover fluoróforos da observação, graças à formação

de complexos não fluorescentes, e assim a duração é τ = τ0. Ou seja, na supressão estática

temos que τ0/τ = 1, enquanto na supressão dinâmica tem-se F0/F = τ0/τ .

Outro posśıvel método de distinção do tipo de supressão é um exame detalhado

do espectro de absorção dos fluoróforos, pois a formação de complexos provocada pela

supressão estática modifica o espectro de absorção dos fluoróforos (LAKOWICZ, 2006;

KRAGH-HANSEN, 1981).
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Figura 4 – Gráfico de Stern-Volmer para a supressão

estática

Legenda: Gráfico da concentração de supressor [Q] pela

razão de variação de fluorescência F0/F. Observe

que o aumento da temperatura provoca uma

diminuição do processo de supressão estática,

representado pela diminuição do valor KD.

Fonte: Lakowicz, 2006.

3.2.1 Variantes da equação de Stern-Volmer: supressão esfera de ação

A supressão identificada como esfera de ação é um tipo de aparente supressão

estática cuja probabilidade de efetivação da supressão é alta. Nesse caso espećıfico, ocorre

uma fraca associação entre os fluoróforos e a substância supressora, devido a sua proximi-

dade, mas não sendo suficiente para a formação de complexos. Apesar disso, eles aparecem

como um conjunto escuro, ou seja, que suprime a fluorescência, mesmo não compondo

uma supressão estática propriamente dita. Existe uma eminência de efetivar a supressão

estática (LAKOWICZ, 2006).

A partir do momento em que os fluoróforos apresentarem-se em estado excitado,

existindo a substância supressora em uma vizinhança (esfera de volume V ), a supressão

da fluorescência ocorrerá pela formação do complexo, ou seja, supressão estática (LA-

KOWICZ, 2006). Graficamente este caso particular, de aparente supressão, pode ser

percebido por um desvio positivo (formação de região ascendente – côncava), como por

exemplo, a supressão da NATA pela acrilamida (Figura 5).
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Figura 5 – Exemplo de supressão esfera de ação

Legenda: Supressão da NATA pela acrilamida

em água (ćırculos rosa). Gráfico

apresentando os valores de

F0/
(
FeV [Q]

)
(ćırculos vazados).

Fonte: Lakowicz, 2006.

Para descrever essa situação a equação de Stern-Volmer apresenta-se então como:

F0

F
= (1 +KD[Q]) + e

[Q]V N
1000 (16)

Onde V é o volume da esfera e N é o número de Avogrado.

3.3 Supressão dinâmica e estática combinadas

De uma forma geral, ambos os tipos de supressão ocorrem simultaneamente durante

a interação entre supressores (como por exemplo os pesticidas: metilparation e glifosato;

e os fármacos: haloperidol e risperidona) e as amostras (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-

HANSEN, 1981). Graficamente isso resulta em uma curvatura crescente, côncava em

relação ao eixo das ordenadas, conforme pode ser observado na Figura 6.

Nesse caso, de ocorrência de ambas as supressões, tem-se que a fração de fluo-

rescência (F/F0) é o produto da parcela que não formou complexo (f) e a parte que não
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sofreu supressão dinâmica, ou seja:

F

F0

= f

(
γ

γ + kq[Q]

)
(17)

Assim,

F

F0

= f−1(1 +KD[Q]) (18)

Pela definição de f e pelo visto no item sobre supressão dinâmica, sabe-se que f−1

representará a parcela da amostra que formaram complexos, ou seja, f−1 = 1 + KS[Q].

Logo:

F

F0

= (1 +KD[Q])(1 +KS[Q]) (19)

Essa equação pode ser modificada, caso seja necessário, para permitir uma se-

paração de KS e KD. Opera-se a distributiva acima, dáı:

F

F0

= 1 + (KD +KS)[Q] +KDKS[Q]2 (20)

F

F0

= 1 +Kapp[Q] (21)

Onde Kapp é denominada constante aparente de supressão, calculada por:

Kapp =

(
F

F0

− 1

)
1

[Q]
= (KD +KS) +KDKS[Q] (22)

Assim, pode-se observar na Figura 6 que o gráfico de Kapp pela concentração de

supressor ([Q]) é uma reta que intercepta o eixo das ordenadas em (KD + KS ) e tem

coeficiente angular igual a KDKS, sendo os valores individuais obtidos pela solução da

equação quadrática (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981).
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Figura 6 – Supressão dinâmica e estática em

um mesmo grupo de fluoróforos

Legenda: Gráfico da concentração de supressor

[Q] pela razão de variação de

fluorescência F0/F a esquerda

(conforme a Equação 20). Gráfico da

concentração de supressor [Q] pela

expressão
(
F
F0
− 1
)

1
[Q] a direita

(conforme as Equação 22).

Fonte: Lakowicz, 2006.

3.4 Algumas propriedades da supressão de fluorescência

3.4.1 Efeitos de blindagem, carga e tampão no processo de supressão

Considerando o fenômeno da supressão da fluorescência, é comum que o ambiente

ao redor dos fluoróforos interfira no processo, aumentando ou diminuindo a velocidade ou

a intensidade desse processo (LAKOWICZ, 2006).

A proteção contra a supressão, denominada blindagem, está frequentemente ligada

as macromoléculas e ciclo-dextrinas1, pois elas protegem o solvente, removendo o oxigênio

e assim diminuindo a fluorescência observada (LAKOWICZ, 2006). Como exemplo, pode-

se citar o caso de supressão de fluorescência do Di-hidroequilenina (DHE) pela acrilamida.

Nesse caso, a presença da protéına de ligação de esteroides (SBP) provoca a diminuição

do fenômento de supressão, devido a dissociação do DHE pela protéına (Figura 7) (LA-

1 Substâncias provenientes da hidrólise do amido.
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Figura 7 – Exemplo do fenômeno de blindagem

no processo de supressão

Legenda: Supressão de fluorescência do DHE

pela acrilamida quando livre em

solução (tracejado) e quando ligada a

protéına de ligação de esteroides

(SBP, com quadrados).

Fonte: Lakowicz, 2006.

KOWICZ, 2006).

Por outro lado, cargas elétricas aplicadas ao supressor provocam uma extensão con-

siderável no processo de supressão, intensificando os seus efeitos, sendo conhecido então

como efeito de carga. Pode-se citar o exemplo da supressão do 1-etilpireno (EP) pelo sul-

fonato dedimetilanilina (DMAS), ilustrado na Figura 8, onde nota-se a maior intensidade

de supressão conforme a maior carga elétrica no ambiente de supressão (LAKOWICZ,

2006).

Os maiores efeitos da blindagem e da carga na supressão ocorrem nos fluoróforos

da fronteira do ácido desoxirribonucleico (DNA), devido a sua estrutura em dupla-hélice

e sua constituição por nucleot́ıdeos (LAKOWICZ, 2006).

Da mesma forma, a alteração das cargas e forças iônicas atuantes nas soluções

de tamponamento, provocam modificações nos tempos de fluorescência, nas velocidades

e também influenciando nos comprimentos de onda máximos de emissão. Este ultimo,

chamado de shift (LAKOWICZ, 2006).
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Figura 8 – Exemplo do fenômeno de carga no

processo de supressão

Legenda: Supressão de fluorescência do

1-etilpireno (EP) pelo sulfonato de

dimetilanilina (DMAS) positivamente

carregado de cloreto de

dodeciltrimetilamónio (DTAC);

neutro de Brij 35; e negativamente

carregado de dodecilsulfato de sódio

(SDS).

Fonte: Lakowicz, 2006.

3.4.2 Acessibilidade fracionada

Geralmente as protéınas contêm muitos reśıduos de triptofano2, que emite fluo-

rescência em comprimento de onda espećıfico e pode, portanto, ser usado como uma sonda

natural, proporcionando informações sobre alterações no micro ambiente e na acessibili-

dade do supressor, em diferentes regiões da amostra. Com isso, modifica-se o gráfico de

Stern-Volmer, assim como ocorre deslocamento dos valores de comprimento de onda cor-

respondentes à intensidade de emissão máxima no espectro de fluorescência (LAKOWICZ,

2006).

Nesse caso de acessibilidade fracionada, o gráfico de Stern-Volmer sofre um de-

caimento em direção ao eixo das abscissas, o que é caracteŕıstico da existência de duas

populações de fluoróforos, conforme mencionado, sendo que um deles não é acesśıvel à

2 Um tipo de aminoácido aromático.
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Figura 9 – Exemplo de acessibilidade

fracionada

(a) (b)

Legenda: (a) – gráfico Stern-Volmer e

(b) – espectro de fluorescência.

Fonte: Lakowicz, 2006.

substância supressora (LAKOWICZ, 2006).

Quanto ao deslocamento da distribuição de energia de fluorescência, o espectro

emitido pelos reśıduos pode ser obtido pela diferença entre os valores registrados nas

regiões não suprimidas e nas suprimidas.

Essa diferenciada acessibilidade aos reśıduos de triptofano nas protéınas é comu-

mente usada no processo de supressão para resolver questões de diferentes reśıduos serem

ou não acesśıvel por determinada substância supressora (LAKOWICZ, 2006).

Imagine que existam duas populações de fluoróforos em uma amostra, um com

acessibilidade a ao supressor e o outra é inacesśıvel (acessibilidade b). Conforme Lakowicz

(2006), sendo um caso de acessibilidade fracionada o gráfico de Stern-Volmer apresenta

um decaimento em direção ao eixo das abscissas (Figura 9).

A intensidade de fluorescência total na ausência do supressor é dada por:

F0 = F0a + F0b (23)

Na presença do supressor, devido ao processo de supressão dos fluoróforos acesśıveis,

decrescendo sua intensidade de fluorescência de acordo com a equação de Stern-Volmer,
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tem-se que:

F =
F0a

1 +Ka[Q]
+ F0b (24)

Assim,

∆F = F0 − F = F0a

(
Ka[Q]

1 +Ka[Q]

)
(25)

Invertendo essa última equação e dividindo pela equação da intensidade de fluo-

rescência na ausência de supressor tem-se:

F0

∆F
=

1

faKa[Q]
+

1

fa
(26)

Onde fa é a fração inicial de fluorescência acesśıvel ao supressor, ou seja:

fa =
F0a

F0a + F0b

(27)

Com essa apresentação, pode-se determinar o valor de fa e de Ka a partir de um

gráfico de F0/∆F por 1/[Q], pois tem-se f−1
a como a ordenada do ponto de intersecção

com o respectivo eixo e o coeficiente angular é igual a (faKa)
−1. Essa intersecção pode

ser facilmente interpretada como sendo o ponto de concentração de supressor ([Q]) que

ocorre a extrapolação da concentração de supressor, e sendo assim de fato notaria-se toda

a parte acesśıvel suprimida e a única parcela que ainda apresentaria fluorescência seria a

dos reśıduos de triptofano (LAKOWICZ, 2006).

Apesar de pequenas possibilidades, é posśıvel que uma parcela dos reśıduos ina-

cesśıveis se torne acesśıvel ao supressor, modificando ligeiramente os gráficos de Stern-

Volmer (LAKOWICZ, 2006). Observe os gráficos da Figura 10, onde a linha densa exibe

os resultados para permanência de inacessibilidade dos reśıduos de triptofano (Kb = 0) e

as linhas pontilhadas exibem modificações dessa acessibilidade (Kb = 0, 1Ka e fa = 1).
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Figura 10 – Gráfico de Stern-Volmer: variação de

inacessibilidade

(a) (b)

Legenda: (a) – Gráfico simples de Stern-Volmer e (b) –

Gráfico modificado de Stern-Volmer.

Em ambos os casos apresenta-se a diferença de

supressão exclusivamente na população acesśıvel

de fluoróforos (linha densa) e da supressão

também de parcelas inicialmente “inacesśıveis”

(linhas tracejadas).

Fonte: Lakowicz, 2006.



31

4 SUPRESSÃO DE FLUORESCÊNCIA EM PROTEÍNAS

A albumina é a protéına mais abundante no soro plasmático. Com isso, se torna

grande responsável pelo transporte de substâncias dentro do organismo. Ao lidar com

o fenômeno de fluorescência em protéınas, destacam-se os estudos da albumina sérica

humana (Human Serium Albumin - HSA) e da albumina sérica bovina (Bovine Serium

Albumin - BSA) (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981; KATZUNG; TREVOR,

2017; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; FRAGOSO et al., 2012; FRAGOSO et al.,

2016).

Dentre os aminoácidos que formam essa cadeia proteica, apenas três possuem ca-

racteŕıstica fluorescente: fenilalanina, tirosina e triptofano. Os dois primeiros não são

utilizados nas análises pertinentes ao presente trabalho devido a serem encontrados em

maiores quantidades na HSA e na BSA, além da grande interseção dos espectros de emissão

de fluorescência desses aminoácidos, não contribuindo para os testes de supressão. Con-

tudo, a BSA apresenta apenas dois reśıduos de triptofano e a HSA, um reśıduo desse

aminoácido, e isso torna o uso do triptofano como sonda natural mais eficaz no estudo

Figura 11 – Modelagem da estrutura molecular da albumina sérica humana

Legenda: Localização do triptofano na posição 214, e para efeito demonstrativo,

assinalamos a localização do triptofano 134 da BSA, já que ambas

apresentam estruturas semelhantes.

Fonte: MOTTA, 2016.
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Figura 12 – Gráficos de Stern-Volmer: supressão da Endo III pelo

iodeto

(a) (b)

Legenda: (a) – Gráfico simples de Stern-Volmer e (b) – Gráfico

modificado de Stern-Volmer.

Evidencia-se, devido a curvatura vista em (a), a presença dos

diferentes tipos de triptofano (Trp-132 acesśıvel e Trp-178

inacesśıvel). E em (b) ilustra-se que a fração inacesśıvel é

fa = 0, 47.

Fonte: Lakowicz, 2006.

de supressão de fluorescência em albuminas (LAKOWICZ, 2006; KATZUNG; TREVOR,

2017; KRAGH-HANSEN, 1981).

Segundo Lakowicz (2006), a comparação entre as duas albuminas constitui a base

para a interpretação das propriedades espectrais de emissão e absorção do triptofano, bem

como a sua localização na estrutura proteica (Figura 11).

A partir dessas interpretações primárias são estabelecidos os estudos acerca de

outros tipos de protéınas, como é visto a seguir.

Tomando como exemplo o processo de supressão da enzima de restrição Endonucle-

ase III (Endo III), que apresenta dois tipos de reśıduos de triptofano (Trp-132 acesśıvel e

Trp-178 inacesśıvel), utilizando como supressor o iodeto. Pode-se notar através da Figura

12, que na extrapolação da concentração do supressor (1/[Q] = 0) o gráfico intercepta

próximo a 2, indicando que apenas metade da emissão pode ser suprimida utilizando-

se esse supressor. Da mesma forma, isso indica que os reśıduos de triptofano presentes

da Endo III são igualmente fluorescentes e que apenas um deles, o Trp-132, pode ser

suprimido neste caso (LAKOWICZ, 2006).

Outro exemplo de efeito da supressão de protéınas está ligado ao estado “confor-

macional” da protéına3, pois modifica a exposição dos reśıduos de triptofano. O gráfico

3 Incluindo associação de subunidades, ligação de substratos e desnaturação.
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Figura 13 – Gráfico de Stern-Volmer da supressão da

acrilamida

Legenda: Supressão da acrilamida pelo iodeto na ausência

e presença do receptor de protéınas cAMP.

Fonte: Lakowicz, 2006.

de Stern-Volmer da Figura 13 mostra a supressão da acrilamida pelo iodeto e seu compor-

tamento na ausência e presença do receptor de protéınas adenosina-monofosfato ćıclico

(cAMP, uma protéına c-reativa – CRP). O CRP apresenta dois reśıduos de Trp (LA-

KOWICZ, 2006).

Na ausência do cAMP o gráfico exibe uma curvatura em direção ao eixo das abscis-

sas, indicando que um dos reśıduos de triptofano é inacesśıvel. Por outro lado, na presença

de cAMP, o quadro modifica-se, apresentando-se mais linear e até mesmo com uma li-

geira curvatura em direção ao eixo das ordenadas. Ou seja, com o substrato cAMP ocorre

uma exposição dos reśıduos anteriormente inacesśıveis ao supressor, intensificando assim

o processo de supressão de fluorescência. Da mesma forma que o gráfico de Stern-Volmer

se modifica, devido à presença ou ausência do substrato cAMP, o tempo de duração se

modifica, conforme exibido no gráfico da Figura 14 (LAKOWICZ, 2006).

Vale destacar, que a situação de diminuição de exposição dos reśıduos de triptofano

e consecutivo enfraquecimento de supressão (ou seja, situação inversa da apresentada

originalmente no caso do CRP), também são posśıveis de ocorrer quando analisada outra

combinação de protéınas e substratos, como é o caso entre lisozima e aglutinina de trigo,
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Figura 14 – Gráficos da duração do decaimento de

fluorescência do CRP na presença ou ausência

do cAMP

Fonte: Lakowicz, 2006.

por exemplo (LAKOWICZ, 2006).

4.1 Supressão e espectro emitido

Quando é realizada a supressão de uma protéına, a emissão de espectro da amostra

se modifica, pois existem variados tipos de reśıduos de triptofano proporcionando assim

diferentes acessibilidades à substância supressora. Por exemplo, se uma amostra contém

dois fluoróforos com diferentes constantes de supressão, será visualizada uma diferente

quantidade de supressão em cada comprimento de onda, dependendo da amplitude de

onda do espectro produzida após a supressão (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN,

1981; KATZUNG; TREVOR, 2017).

Baseando-se na equação de Stern-Volmer e determinando também a relação dessa

para cada comprimento de onda (λ), pode-se descrever para mais de um fluoróforo a

dependência com o comprimento de onda como:

F (λ)

F0(λ)
=
∑
i

fi(λ)

1 +Ki(λ)[Q]
(28)

Onde fi(λ) é a contribuição fracionária do i-ésimo fluoróforo a intensidade de

emissão em relação a ausência do supressor no comprimento de onda λ, e Ki(λ) é a

constante de supressão do i-ésimo fluoróforo para o comprimento λ (LAKOWICZ, 2006;

KRAGH-HANSEN, 1981; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010).

Para uma análise de dados, é comum fixar-se um Ki global (independente do
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comprimento de onda) e tendo como variáveis os fi(λ). Com essa proposta determina-se

os Ki para cada fluoróforo e as frações de intensidade fi(λ) para cada comprimento de

onda (conforme
∑
fi(λ) = 1). Nesse sentido, esses valores são utilizados para determinar

o espectro emitido por cada componente (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981;

KATZUNG; TREVOR, 2017; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; SILVA; CORTEZ;

LOURO, 2004a; SILVA et al., 2004b; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004c)

Fi(λ) = fi(λ)F (λ) (29)

Tal que F (λ) é a emissão de espectro original da amostra.

Dessa forma, utilizando-se a análise do espectro emitido em um processo de su-

pressão em conjunto com a equação de Stern-Volmer, pode-se realizar um estudo muito

mais preciso acerca da acessibilidade fracionada dos fluoróforos de determinada amostra

para cada tipo de supressor (LAKOWICZ, 2006; KATZUNG; TREVOR, 2017; KRAGH-

HANSEN, 1981; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010).
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5 O MODELO COMPUTACIONAL

5.1 Seleção de ferramentas e constituição geral

A construção do modelo computacional foi formulado a partir da observação de

dados de mais de 150 planilhas resultantes de cerca de 50 experimentos realizados ao longo

de 2 anos (formando uma massa de dados suficiente para comprovar a eficácia desse modelo

computacional), baseando-se no método de tratamento dos dados experimentais próprio

da pesquisa fluorimétrica (SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; SILVA; CORTEZ;

LOURO, 2004a; SILVA et al., 2004b; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004c; CORTEZ et al.,

2012), e pautando-se assim no modelo de Stern-Volmer para supressão dinâmica. Ou seja,

a aplicação desenvolvida tem como objetivo ser capaz de construir os gráficos e determinar

as constantes condizentes ao modelo em estudo.

Como ambiente matemático-computacional para desenvolvimento e depuração da

aplicação foi selecionada a ferramenta Netbeans 8.2 juntamente com a linguagem Java 8,

utilizando-se da interface gráfica JavaFX. Optou-se também por um sistema de controle de

versão tipo Git com repositório remoto no GitLab. As opções de repositório local e remoto

deve-se a facilidade de utilização dos mesmos para processos de controle de alterações no

que se refere a otimização para o desenvolvimento do código integrado ao Netbeans. A

proposta de utilização dessa linguagem foi realizada visando a explorar as caracteŕısticas

inerentes a orientação a objeto, no que diz respeito a modularização do código, a facilidade

de codificação e a legibilidade do modelo proposto, bem como das rotinas executadas para

análise matemático-estat́ıstica dos dados fluorimétricos de entrada.

Os procedimentos realizado em laboratório para o tratamento dos dados fluo-

rimétricos é integralmente automatizado pelas rotinas presentes na aplicação, aplicando-se

um modelo de gestão de dados, experimentos e análises, com classes próprias, e que permi-

tem organizar os dados e resultados apresentados no programa. Ao usuário, é necessário

apenas selecionar o arquivo próprio, proveniente dos próprios instrumentos de laboratório

(fluoŕımetro), contendo as tabelas de resultados da experimentação para cada uma das

cubetas 4 do equipamento, apresentando as intensidades de fluorescência F relacionadas

a cada par de concentração de supressor [Q] e comprimento de onda de espectro (λ).

Em um aspecto global, ilustrado pela Figura 15, a aplicação apoia-se fundamen-

talmente em três classes próprias para modelagem proposta, as classes experimento (Al-

goritmo A.2, Apêndice), cubeta (Algoritmo A.1, Apêndice) e análise (Algoritmos A.4,

4 Cada um dos receptáculos presentes no fluoŕımetro, onde são depositadas diferentes substâncias para
realização das medições da intensidade de fluorescência durante o decorrer do experimento.
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Figura 15 – Fluxograma geral de uso e operacionalidade do software

Fluorímetro 

Experimento 

USUÁRIO 

SOFTWARETabela de Dados

Cubeta 

Análise 
Gestor  
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Cubetas

Gestor  
de  

Análises 
 

IHM  
Apresentando  

Resultados 

Análise 
de 

Resultados 
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C 

D 
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G 

Legenda: Operações descritas pelos identificadores: A - Entrada das tabelas de

dados; B - Construção das cubetas; C - Sincronização das cubetas

carregadas ao gestor de cubetas; D - Sincronização das cubetas ao gestor

de análises; E - Inter-relação com o gestor de análises para a realização

de análises; F - Apresentação dos resultados; e G - Sáıda de resultados.

Fonte: O autor, 2019.

A.6, A.8, A.9, A.10, A.12, A.13, A.14, A.16 – Apêndice – fazem parte dessa classe), e

em duas classes singleton gestoras: gestor de cubetas e gestor de análises. As classes

de experimento e cubeta representam essencialmente uma transcrição computacional do

modelo de dados obtido dos fluoŕımetros. A primeira traduz o experimento realizado,

apresentando as tabelas originais de dados fluorimétricos, a identificação da substância

supressora, a temperatura e o conjunto de cubetas utilizadas no experimento (Algoritmo

A.5, Apêndice). Enquanto isso, a segunda foca-se nos dados de intensidade de fluo-

rescência de uma cubeta do instrumento, ou seja, relacionando a substância substrato,

o supressor, a temperatura, os conjunto de comprimentos de onda, o conjunto de con-

centração de supressor utilizados e, principalmente, o mapa de valores de fluorescência

conforme cada par concentração do supressor e comprimento de onda. A classe de análise

contém os métodos matemáticos e estat́ısticos de tratamento do modelo, de acordo com

a teoria de Stern-Volmer, que são executados sobre os dados de cada cubeta, consoante a

certeza desejada.

No caso das classes gestoras, a responsável pelo controle das cubetas visa permitir o

armazenamento volátil e a inter-relação entre dados de diferentes experimentos realizados

entre os mesmos elementos (protéına e supressor) e a mesma temperatura, com objetivo de

integrar tais dados, aumentando o conjunto de dados e permitindo maior substancialidade

aos cálculos e a obtenção dos resultados. Enquanto isso, a classe gestora de análises é
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Figura 16 – Formulário de introdução de dados

Legenda: Janela aberta durante a execução do software

quando deseja-se realizar uma nova análise.

Fonte: O autor, 2019.

responsável por manter o pool de análises e resultados apresentados no instante atual e

permitir que tais análises interajam com os dados presentes no gestor de cubetas.

5.2 Utilização do software

O software desenvolvido neste trabalho, provisoriamente chamado de “Análise de

Supressão Fluorescência”, com proposta de ser lançado como uma aplicação de domı́nio

público, é inédito e capaz de, a partir da sua execução, apresentar tabelas e gráficos

relacionados aos dados de fluorescência de entrada, de acordo com o modelo de Stern-

Volmer. Além disso, é posśıvel armazenar tais resultados em um arquivo próprio (formato

.fdb – Fluorescence Database).

Analisando a utilização da interface por parte do usuário, ao iniciar o arquivo

executável do programa, apresenta-se sua interface gráfica. Para realizar uma nova análise,

deve-se carregar o arquivo dos dados experimentais relacionado e o arquivo de grupo de

controle (caso exista) através da janela incorporada pelo menu arquivo (Figura 16). Além

dos arquivos citados deve-se informar o supressor utilizado, a temperatura do experimento

assim como a certeza desejada realização da análise. Outra opção ao usuário, é a abertura

de um análise já realizada, salva anteriormente através da interface do programa em um

formato próprio(.fdb). Em ambos os casos de análise, seja através de uma nova análise

ou da abertura de uma anterior, os dados e resultados são inseridos adequadamente às

classes gestoras de análises e de cubetas.

Ainda tratando-se da interface gráfica, após a execução de uma análise ou a aber-

tura de uma previamente salva, o programa apresenta, na sua execução geral, na barra
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Figura 17 – Visão geral da aplicação executando uma análise

Legenda: Observa-se a barra lateral, a extrema esquerda, mostrando a(s) análise(s)

executadas; a área de tabelas de dados, a esquerda; a área de e gráficos, a direita; e

área de resultados (equação e constante de Stern-Volmer, principalmente) e reśıduos

na parte inferior.

Fonte: O autor, 2019.

lateral mais a esquerda todas as análises carregadas no gestor de análises, na parcela

a esquerda da tela as tabelas de grupo de controle, de supressão de fluorescência (Da-

dos Experimentais Corrigidos) e a Tabela de Dados Tratados e na parte a direita os

gráficos de espectro de fluorescência, de supressão de fluorescência e de Stern-Volmer

(Figura 17). Finalmente, na parte inferior são apresentadas a área de resultados (princi-

palmente constando os resultados da equação e da constante de Stern-Volmer) e a tabela

de reśıduos(Algoritmos A.10 e A.16; Apêndice). O preenchimento dessas interfaces esta

descrito nos itens da seção 5.3.

5.3 Funcionamento do modelo computacional e suas etapas

As rotinas executadas pela aplicação após o usuário iniciar uma análise atendem,

para cada umas das cubetas utilizadas no experimento carregado, ou seja, para cada par

de substrato e supressor, ao diagrama em blocos da Figura 18.
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Figura 18 – Diagrama em blocos do algoritmo realizado pela aplicação

Fonte: O autor, 2019.

5.3.1 Verificação dos dados fornecidos e construção da tabela de dados corrigidos

Como primeiro processo, tem-se a verificação dos dados fornecidos, momento em

que realiza-se a pesquisa quanto à presença de alguma desconformidade estrutural nos

arquivos de dados carregados (Algoritmo A.3, Apêndice). Realiza-se então a construção

automática da tabela de Dados Experimentais Corrigidos para cada uma das cubetas,

preenchendo-a com as intensidades de fluorescência, corrigidas de acordo com o grupo

de controle (caso exista), eliminando a fluorescência gerada pelo próprio supressor (efeito

tampão ou buffer effect ; algoritmo A.6, Apêndice); e conforme as referências de concen-

tração de supressor [Q] e comprimento de onda λ (Figura 19). Ou seja, para cada par de

concentração de supressor e comprimento de onda, tem-se:

FC = F − FB (30)

Onde, FC é a intensidade de fluorescência corrigida, F é a intensidade de fluorescência

medida no fluoŕımetro e FB a intensidade de fluorescência gerada pelo supressor (buffer).

Baseado na tabela de Dados Experimentais Corrigidos é constrúıdo o gráfico da

Espectro de Fluorescência (Figura 20), que apresenta as curvas de ńıvel para cada con-

centração de supressor ([Q]), relacionando comprimento de onda λ e intensidade de fluo-

rescência F (Algoritmo A.7, Apêndice).
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Figura 19 – Extrato da aplicação apresentando a Tabela de Dados

Experimentais Corrigidos

Legenda: Tabela da aplicação que apresenta os valores de intensidade

de fluorescência corrigidos (devido a fenômenos, como por

exemplo, o efeito tampão) para cada par de concentração de

supressor [Q] (colunas da tabela) e comprimento de onda λ

(linhas da tabela).

Fonte: O autor, 2019.
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Figura 20 – Extrato da aplicação apresentando o Gráfico de Espectro

de Fluorescência

Legenda: Gráfico das curvas de ńıvel para cada valor de concentração

de supressor ([Q]), relacionando comprimento de onda e

intensidade de fluorescência.

Fonte: O autor, 2019.
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5.3.2 Determinando comprimentos de onda com maior intensidade de fluorescência

Em seguida, inicia-se o processo de determinação do comprimento de onda (λQ)

que possui a maior intensidade de fluorescência para cada curva de ńıvel de concentração

de supressor ([Q]), realizado utilizando-se uma busca simples (Algoritmo A.9, Apêndice).

λQ =
{
λ ∈ Λ|FQ(λ) ≥ FQ(λi);∀λi ∈ Λ

}
(31)

Onde, Λ representa o conjunto de comprimentos de onda do experimento e FQ(λ) re-

presenta a intensidade de fluorescência no comprimento de onda λ sobre a curva [Q] de

concentração de supressor.

5.3.3 Determinação da intensidade de fluorescência máxima e sua normalização

A partir dáı, constroem-se intervalos de comprimento fixo (δ) e com interseção

com o conjunto de comprimentos de onda do experimento, com centro em cada um dos

valores de comprimentos de onda determinados anteriormente (Algoritmo A.8, Apêndice).

Realiza-se então a média aritmética dos valores de intensidade de fluorescência em cada

intervalo, correspondendo então a cada valor de concentração de supressor ([Q]), determi-

nando assim a intensidade de fluorescência máxima média em cada valor de concentração

de supressor ([Q]) 5. Esse processo pode ser descrito da seguinte forma:

Seja λQ = λi =⇒ IQ = [λi−δ, λi+δ] ∩ Λ =⇒ FmáxQ =

∑i+δ
j=i−δ Fj

δ
; ∀Q (32)

Munido dos valores de intensidade de fluorescência máxima média é realizado um

processo de normalização desses valores em função da intensidade de fluorescência na

ausência de supressor (F0), ou seja, todos eles são recalculados da seguinte forma:

||FmáxQ|| =
FmáxQ
F0

,∀Q (33)

Com esses dados obtidos, a aplicação preenche a planilha Dados Tratados (Figura

22) com os valores de concentração de supressor e intensidade de fluorescência máxima

5 O procedimento é realizado desta maneira devido ao fenômeno de shift caracteŕıstico dessa análise



44

Figura 21 – Extrato da aplicação apresentando o Gráfico de Supressão

de Fluorescência

Legenda: Gráfico apresentando os valores de intensidades de

fluorescência máxima em dispersão e linha de tendência

desses valores. Nota-se o processo de decaimento de

fluorescência conforme é adicionado mais supressor a

amostra, ou seja, aumenta o valor de [Q].

Fonte: O autor, 2019.

normalizada ([Q] x |F |), construindo o Gráfico de Fluorescência (Figura 21) utilizando um

modelo de dispersão e de linha de tendência por regressão linear desses dados (Algoritmo

A.11, Apêndice).

5.3.4 Aplicação do modelo de supressão:gráfico e constante de Stern-Volmer

Finalmente é preenchida, também na planilha Dados Tratados (Figura 22), os

valores de concentração de supressor ([Q]) e da razão da variação de fluorescência (F0/F )

e constrúıdo no Gráfico de Stern-Volmer com um modelo de dispersão de dados e a linha

de tendência por regressão linear múltipla da relação desses valores conforme a planiha

Dados Tratados (Algoritmo A.12, Apêndice). Se a reta originária dessa regressão linear
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Figura 22 – Extrato da aplicação apresentando

os Dados Tratados

Fonte: O autor, 2019.

inicial satisfazer ao modelo de Stern-Volmer (F0/F = 1 + KD[Q]) e a certeza desejada6,

conforme o coeficiente de determinação R2 (Algoritmo A.13, Apêndice), tem-se que esta

é a reta que representa o fenômeno segundo tal modelo e sabe-se o valor de KD, conforme

buscado.

Caso o modelo linear obtido com a regressão inicial não atenda a certeza dese-

jada (por padrão da pesquisa laboratorial original igual a 0,995), a aplicação modifica

a regressão que produz a linha de tendência para um modelo polinomial, progredindo

do grau 2 até, no máximo, o grau 6 até que seja alcançada a certeza objetivo (o valor

máximo do grau para o modelo polinomial foi delimitado conforme a biblioteca utilizada

para realização das regressões, contudo dentre os experimentos foram consideradas as re-

gressões realizadas até no máximo o grau 3). Se essa certeza não for atingida, a análise é

avaliada como inválida, ou seja, não há uma correta interpretação de tais dados conforme

o modelo proposto, sendo apresentado no Gráfico de Stern-Volmer apenas as dispersões

dos dados da Tabela de Dados Tratados(Algoritmo A.12, Apêndice). Caso contrário, é

mantida a linha polinomial plotada como linha de tendência e inicia-se a fase denominada

6 Representa a proporção da variabilidade na reta obtida que condiz com os valores originários. R2 =
1− SQRes

SQTot
; SQTot: soma dos quadrados total ; SQRes: soma dos quadrados dos reśıduos.
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Figura 23 – Extrato da aplicação apresentando

o Gráfico de Stern-Volmer

Legenda: Gráfico de Stern-Volmer (em verde) e

o polinômio plotado com a certeza

desejada (em vermelho).

Fonte: O autor, 2019.

de seleção do primeiro śıtio de ligação (Algoritmo A.14, Apêndice), onde realizam-se novas

regressões lineares, agora sobre o polinômio em questão, reduzindo progressivamente seu

domı́nio, no caso, retirando o valor correspondente a maior concentração de supressor, até

que a certeza desejada seja alcançada, determinando finalmente uma reta que representa

o comportamento linear deste polinômio, e, conforme o modelo em estudo, representa o

fenômeno segundo Stern-Volmer, e determinando assim o valor de KD buscado.

F0

F
= 1 +KD[Q] (34)

As equações da linha de tendência e da reta gerada a partir dela, que representa

a equação de Stern-Volmer, além da certeza alcançada e da constante de Stern-Volmer

(KD) são apresentadas adequadamente na parte inferior da interface do programa, na área

de resultados (Algoritmo A.10, Apêndice; Figura 24). Além disso, é apresentado também

um tabela de reśıduos (Figura 25), representando a diferença entre a razão de intensidade

de fluorescência calculada (F0

F
) e aquela correspondente a equação de Stern-Volmer para

cada valor de concentração de supressor(Algoritmo A.16, Apêndice).

Essa reta presente no gráfico apresentado na Figura 23 (Algoritmo A.15, Apêndice),

seja representada pela regressão linear original ou pelo tratamento linear do polinômio
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Figura 24 – Detalhe dos resultados apresentados pelo programa

Legenda: São exibidos como resultados a equação da linha de tendência, a certeza

atingida e a equação e constante de Stern-Volmer.

Fonte: O autor, 2019.

Figura 25 – Detalhe de um exemplo dos reśıduos de uma análise

Legenda: São representadas as diferenças entre a razão de intensidade de

fluorescência calculada (F0
F ) e aquela correspondente a equação de

Stern-Volmer para cada valor de concentração de supressor [Q].

Fonte: O autor, 2019.

(proveniente das regressões polinomiais sucessivas), é o gráfico de Stern-Volmer buscado

pelo algoritmo para modelar o sistema em estudo, conforme o modelo fluorimétrico utili-

zado, sendo o coeficiente angular desta reta, o valor da constante de Stern-Volmer, KD.
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CONCLUSÕES

A partir do que foi apresentado, pode-se notar tanto o potencial quanto a im-

portância do método de supressão da fluorescência como ferramenta para realização de

estudos sobre a interação de ligantes com protéınas de grande interesse toxicológico e

bio-farmacológico de diferentes substâncias. Os testes que geraram os gráficos apresenta-

dos durante a explicação da implementação fruto desse projeto mostram a relevância na

modelagem desse processo.

Fica evidente que devido às especificidades inerentes a esse procedimento, conforme

foi descrito na introdução, traduzido pela grande massa de dados gerados, aliado às várias

rotinas de cálculos requeridos pelo modelo de Stern-Volmer, a automatização da geração e

análise desses gráficos, realizados por um software, proprietário ou não, é capaz de conferir

maior agilidade e confiabilidade na etapa de preparação do material para a interpretação

dos resultados finais dos experimentos.

Sendo assim, a aplicação desenvolvida por este trabalho conseguiu atender ao ob-

jetivo proposto, de automatização e agilização na obtenção de resultados.

Destaca-se para projetos futuros a possibilidade e interesse na expansão da aplicação

desenvolvida, no que diz respeito ao tratamento mais amplo do modelo de Stern-Volmer,

conforme as necessidades da pesquisa, além da implementação de um banco de dados para

o gerenciamento e persistência desses dados, análises e resultados. De forma a permitir

lidar dinamicamente com diversos aspectos relacionados a esse modelo de análise, entre

eles, por exemplo, a supressão dinâmica e estática simultaneamente e as propriedades de

acessibilidade fracionada e carga.
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Alegre: AMGH Editora, 2017. (LANGE). ISBN 9788580555974. Dispońıvel em:
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APÊNDICE – Algoritmos

Classes próprias

Algoritmo A.1 – Classe cubeta

1 public class Cubeta implements S e r i a l i z a b l e {
2

3 private transient Str ingProperty subs t ra to = new SimpleStr ingProperty ( )

;

4 private transient Str ingProperty sup r e s s o r = new SimpleStr ingProperty ( )

;

5 private transient Str ingProperty r eagente s = new SimpleStr ingProperty ( )

;

6 private transient DoubleProperty temperatura = new SimpleDoubleProperty

( ) ;

7 private f ina l SortedSet<Double> comprimentosDeOnda ;

8 private f ina l SortedSet<Double> concentracoesDeSupressor ;

9 private SortedMap<Double , SortedMap<Double , Double>> mapaFluorescencia

= new TreeMap<>() ;

10

11 public Cubeta ( St r ing substrato , S t r ing supres sor , double temperatura ,

SortedMap<Double , SortedMap<Double , Double>> dados ) {
12 this . s up r e s s o r . s e t ( sup r e s s o r . r e p l a c e ( ” ” , ”” ) ) ;

13 i f ( subs t ra to . conta in s ( ”Tampão” ) | | subs t ra to . conta in s ( ” Bf f ” ) | |
subs t ra to . conta in s ( ” Buf f e r ” ) ) {

14 this . subs t ra to . s e t ( ” Buf f e r ” ) ;

15 } else {
16 this . subs t ra to . s e t ( subs t ra to . r e p l a c e A l l ( ”\\ s [ˆ\\ s ]∗ ” , ”” ) ) ;

17 }
18 reagente s . bind ( Bindings . format ( ”%s=%s ” , this . substrato , this .

s up r e s s o r ) ) ;

19

20 this . temperatura . s e t ( temperatura ) ;

21

22 mapaFluorescencia = dados ;

23

24 comprimentosDeOnda = new TreeSet<>(mapaFluorescencia . keySet ( ) ) ;

25

26 Set<SortedMap<Double , Double>> va lue s = mapaFluorescencia . va lue s ( ) .

stream ( ) . c o l l e c t ( C o l l e c t o r s . toSet ( ) ) ;

27 concentracoesDeSupressor = new TreeSet<>() ;

28 va lue s . stream ( ) . forEach ( v −> {
29 concentracoesDeSupressor . addAll ( v . keySet ( ) ) ;

30 }) ;
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31 }

Algoritmo A.2 – Classe experimento

1 public Experimento (Workbook tabe laOr ig ina lDados , Workbook

tabelaGrupoControle , S t r ing supres sor , double temperatura ) {
2 this . s up r e s s o r = supr e s s o r ;

3 this . tabe laOr ig ina lDados = tabe laOr ig ina lDados ;

4 this . tabelaGrupoControle = tabelaGrupoControle ;

5 this . temperatura = temperatura ;

6

7 const ru i rCubetas ( tabe laOr ig ina lDados . getSheetAt (0 ) ) ;

8 i f ( tabelaGrupoControle != null ) {
9 const ru i rCubetas ( tabelaGrupoControle . getSheetAt (0 ) ) ;

10 }
11 }

Preâmbulo do algoritmo

Algoritmo A.3 – Validação do arquivo de entrada

1 private boolean va l idarArqu ivo (Workbook tabe l a ) {
2 i f ( tabe l a . getNumberOfSheets ( ) != 1) {
3 return fa l se ;

4 }
5

6 Sheet s = tabe l a . getSheetAt (0 ) ;

7

8 for ( int l i n ha = 0 ; l i n h a < s . getPhysicalNumberOfRows ( ) ; l i n h a++) {
9 Row r = s . getRow ( l i n h a ) ;

10 i f ( l i n h a < 3 && r == null ) {
11 return fa l se ;

12 } else i f ( r == null ) {
13 break ;

14 }
15

16 for ( int coluna = 0 ; coluna < r . getPhysicalNumberOfCel ls ( ) ;

co luna++) {
17 Ce l l c = r . g e t C e l l ( co luna ) ;

18 switch ( l i n h a ) {
19 case 0 :

20 i f ( ( c == null && coluna % 2 == 0)

21 | | ( c != null && coluna % 2 != 0 && c .

getCel lType ( ) != Ce l l .CELL TYPE STRING) ) {
22 return fa l se ;

23 }
24 break ;

25 case 1 :
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26 i f ( c == null | | c . getCel lType ( ) != Ce l l .

CELL TYPE STRING

27 | | ( coluna % 2 == 0 && ! c .

g e tS t r ingCe l lVa lue ( ) . contentEquals ( ”Wavelength (nm) ” ) )

28 | | ( coluna % 2 != 0 && ! c .

g e tS t r ingCe l lVa lue ( ) . contentEquals ( ” I n t e n s i t y ( a . u . ) ” ) ) ) {
29 return fa l se ;

30 }
31 break ;

32 default :

33 i f ( c == null | | c . getCel lType ( ) != Ce l l .

CELL TYPE NUMERIC) {
34 return fa l se ;

35 }
36 break ;

37 }
38 }
39 }
40

41 return true ;

42 }

Algoritmo A.4 – Execução Geral

1 public void executar ( ) {
2 mapaResultados . c l e a r ( ) ;

3 mapaResiduos . c l e a r ( ) ;

4

5 tratarEfeitoTampao ( ) ;

6 a n a l i s a r F l u o r e s c e n c i a ( ) ;

7 t ra ta rRes iduos ( ) ;

8 }

Inicialização dos dados da pesquisa

Algoritmo A.5 – Construção das cubetas

1 private void const ru i rCubetas ( Sheet tabe l a ) {
2 SortedMap<Str ing , L i s t<Double>> mapaConcentracoes = new TreeMap<>()

;

3 Lis t<Double> comprimentosDeOnda = new ArrayList<>() ;

4 Map<Str ing , SortedMap<Double , SortedMap<Double , Double>>>

f l u o r e s c e n c i a = new HashMap<>() ;

5 int numeroCubetas = 0 ;

6 boolean endData = fa l se ;

7

8 I t e r a t o r r I t e r a t o r = tabe l a . r owI t e ra to r ( ) ;

9 while ( r I t e r a t o r . hasNext ( ) && ! endData ) {
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10

11 Row r = (Row) r I t e r a t o r . next ( ) ;

12 I t e r a t o r c I t e r a t o r = r . c e l l I t e r a t o r ( ) ;

13

14 while ( c I t e r a t o r . hasNext ( ) && ! endData ) {
15 Ce l l c = ( Ce l l ) c I t e r a t o r . next ( ) ;

16 i f ( c != null ) {
17 switch ( c . getAddress ( ) . getRow ( ) ) {
18 case 0 :

19 St r ing [ ] s p l i t = c . g e tS t r ingCe l lVa lue ( ) . s p l i t ( ”

[− ] ” ) ;

20 double concentracao = 0 ;

21 i f ( s p l i t . l ength == 2) {
22 concentracao = Double . valueOf ( s p l i t [ 1 ] .

r e p l a c e ( ’ , ’ , ’ . ’ ) ) ;

23 }
24 i f ( ! mapaConcentracoes . containsKey ( s p l i t [ 0 ] ) ) {
25 mapaConcentracoes . put ( s p l i t [ 0 ] , new

ArrayList<>() ) ;

26 mapaConcentracoes . get ( s p l i t [ 0 ] ) . add (

concentracao ) ;

27 } else {
28 mapaConcentracoes . get ( s p l i t [ 0 ] ) . add (

concentracao ) ;

29 }
30 break ;

31 case 1 :

32 numeroCubetas = mapaConcentracoes . s i z e ( ) ;

33 break ;

34 default :

35 i f ( c . getCel lType ( ) != Ce l l .CELL TYPE NUMERIC)

{ //Terminada a l e i t u r a de dados de f l u o r e s c ê nc ia

36 endData = true ;

37 } else {
38 int l i n ha = c . getAddress ( ) . getRow ( ) ;

39 int coluna = c . getAddress ( ) . getColumn ( ) ;

40 i f ( coluna == 0) {
41 comprimentosDeOnda . add ( c .

getNumericCel lValue ( ) ) ;

42 } else i f ( coluna % 2 != 0) {
43 List<Str ing> s u b s t r a t o s =

mapaConcentracoes . keySet ( ) . stream ( ) . c o l l e c t ( C o l l e c t o r s . t o L i s t ( ) ) ;

44 St r ing substratoAdequado = s u b s t r a t o s .

get ( ( coluna / 2) % numeroCubetas ) ;

45 double comprimentoDeOndaAdequado =

comprimentosDeOnda . get ( l i n h a − 2) ;

46 concentracao = mapaConcentracoes . get (
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substratoAdequado ) . get ( ( coluna / 2) / numeroCubetas ) ;

47

48 i f ( ! f l u o r e s c e n c i a . containsKey (

substratoAdequado ) ) {
49 f l u o r e s c e n c i a . put ( substratoAdequado

, new TreeMap<>() ) ;

50 }
51 i f ( ! f l u o r e s c e n c i a . get (

substratoAdequado ) . containsKey ( comprimentoDeOndaAdequado ) ) {
52 f l u o r e s c e n c i a . get ( substratoAdequado

) . put ( comprimentoDeOndaAdequado , new TreeMap<>() ) ;

53 }
54 f l u o r e s c e n c i a . get ( substratoAdequado )

55 . get ( comprimentoDeOndaAdequado )

56 . put ( concentracao , c .

getNumericCel lValue ( ) ) ;

57 }
58 }
59 break ;

60 }
61 }
62 }
63 }
64

65 f l u o r e s c e n c i a . forEach ( ( S t r ing substrato , SortedMap<Double ,

SortedMap<Double , Double>> mapa) −> {
66 cubetas . add (new Cubeta ( substrato , supres sor , temperatura , mapa)

) ;

67 }) ;

68 }

Algoritmo A.6 – Tratamento do efeito tampão

1 public void tratarEfeitoTampao ( ) {
2 ObservableSet<Cubeta> cubetasBuf f e r = GestorDeCubetas

3 . g e t I n s t a n c i a ( )

4 . getMapaCubetasBuffer ( )

5 . get (new Pair<>(” Buf f e r=” + cubeta . ge tSupre s so r ( ) , cubeta .

getTemperatura ( ) ) ) ;

6

7 cubeta . getMapaFluorescencia ( ) . forEach ( ( Double comp , SortedMap<

Double , Double> mapa) −> {
8 mapa . forEach ( ( Double conc , Double f l u o r ) −> {
9 f ina l DoubleProperty mediaBuf fers = new

SimpleDoubleProperty ( ) ;

10 i f ( cubetasBuf f e r != null ) {
11 f ina l Intege rProper ty count = new Simple IntegerProperty

( ) ;
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12 cubetasBuf f e r . forEach ( ( Cubeta t ) −> {
13 SortedMap<Double , Double> mapaBuffer = t .

getMapaFluorescencia ( ) . get (comp) ;

14 i f ( mapaBuffer != null ) {
15 f ina l Double v a l o r B u f f e r = mapaBuffer . get ( conc )

;

16 i f ( v a l o r B u f f e r != null ) {
17 mediaBuf fers . s e t ( mediaBuf fers . get ( ) +

v a l o r B u f f e r ) ;

18 count . s e t ( count . get ( ) + 1) ;

19 }
20 }
21 i f ( count . get ( ) != 0) {
22 mediaBuf fers . s e t ( mediaBuf fers . get ( ) / count . get

( ) ) ;

23 }
24 }) ;

25 }
26 mapaFluorescenc iaBuf fered . get (comp) . put ( conc , f l u o r −

mediaBuf fers . get ( ) ) ;

27 mapaTampao . get (comp) . put ( conc , mediaBuf fers . get ( ) ) ;

28 }) ;

29 }) ;

30 }

Algoritmo A.7 – Construção do gráfico de espectro de fluorescência

1 private void c o n s t r u i r G r a f i c o E s p e c t r o F l u o r e s c e n c i a ( Ana l i s e

a n a l i s e S e l e c i o n a d a ) {
2 l i n e c h a r t G r a f i c o F l u o r e s c e n c i a . getData ( ) . c l e a r ( ) ;

3

4 l i n e c h a r t G r a f i c o F l u o r e s c e n c i a . s e t T i t l e ( ( ( RadioButton )

s e l e caoGra f i c oEx ib ido . ge tSe l e c t edTogg l e ( ) ) . getText ( ) ) ;

5 a n a l i s e S e l e c i o n a d a . getCubeta ( ) . getConcentracoesDeSupressor ( ) . stream

( ) . forEach ( concentracao −> {
6 S e r i e s s e r i e = new S e r i e s ( ) ;

7 s e r i e . setName ( concentracao . t oS t r i ng ( ) + ” ” + microAsStr ing + ”

M” ) ;

8

9 a n a l i s e S e l e c i o n a d a . getMapaFluorescenc iaBuf fered ( ) . forEach (new

BiConsumer<Double , SortedMap<Double , Double>>() {
10

11 @Override

12 public void accept ( Double comprimento , SortedMap<Double ,

Double> mapa) {
13 s e r i e . getData ( ) . add (new LineChart . Data<>(comprimento ,

mapa . get ( concentracao ) ) ) ;

14 }



59

15 }) ;

16

17 l i n e c h a r t G r a f i c o F l u o r e s c e n c i a . getData ( ) . add ( s e r i e ) ;

18 }) ;

19 }

Análise de fluorescência e obtenção de resultados

Algoritmo A.8 – Análise de fluorescência

1 private void a n a l i s a r F l u o r e s c e n c i a ( ) {
2 HashMap<Double , Set<Double>> comprimentosSe lec ionados =

identif icarComprimentosComFluoresMax ( ) ;

3 HashMap<Double , Set<Double>> comprimentosAuxi l iares = new HashMap

<>() ;

4

5 comprimentosSe lec ionados . forEach ( ( conc , setComp ) −> {
6 compr imentosAuxi l iares . put ( conc , new HashSet<>() ) ;

7 setComp . stream ( ) . forEach ( ( comp) −> {
8 int i = 0 ;

9 for ( Double compMaiores : cubeta . getComprimentosDeOnda ( ) .

t a i l S e t (comp) ) {
10 i f ( i != 0 && i <= (TAMANHO INTERVALO FLUORES MAX − 1)

/ 2) {
11 comprimentosAuxi l iares . get ( conc ) . add ( compMaiores ) ;

12 }
13 i ++;

14 }
15 i = 0 ;

16 SortedSet<Double> headSet = cubeta . getComprimentosDeOnda ( ) .

headSet (comp) ;

17 for ( Double compMenores : headSet ) {
18 i f ( i >= headSet . s i z e ( ) − (

TAMANHO INTERVALO FLUORES MAX − 1) / 2) {
19 comprimentosAuxi l iares . get ( conc ) . add ( compMenores ) ;

20 }
21 i ++;

22 }
23 }) ;

24 }) ;

25

26 comprimentosAuxi l iares . forEach ( ( conc , setComp ) −>
comprimentosSe lec ionados . get ( conc ) . addAll ( setComp ) ) ;

27

28 f ina l SortedMap<Double , Double> mapaFluoresMax = new TreeMap<>() ;

29

30 mapaFluorescenc iaBuf fered . forEach ( ( Double comp , SortedMap<Double ,
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Double> mapa) −> {
31 mapa . forEach ( ( Double conc , Double f l u o r ) −> {
32 i f ( ! mapaFluoresMax . containsKey ( conc ) ) {
33 mapaFluoresMax . put ( conc , 0 . 0 ) ;

34 }
35 i f ( comprimentosSe lec ionados . get ( conc ) . conta in s (comp) ) {
36 mapaFluoresMax . put ( conc , mapaFluoresMax . get ( conc ) +

f l u o r ) ;

37 }
38 }) ;

39 }) ;

40

41 mapaFluoresMax . forEach ( ( Double conc , Double somaFluor ) −> {
42 mapaFluoresMax . put ( conc , somaFluor / comprimentosSe lec ionados .

get ( conc ) . s i z e ( ) ) ;

43 }) ;

44 normalizarMapaMaxFluores ( mapaFluoresMax ) ;

45 gerarTabe laResu l tados ( mapaFluoresMax ) ;

46 determinarEquacaoSV ( ) ;

47 }

Algoritmo A.9 – Identificar comprimento(s) com fluorescência máxima (λQ)

1 private HashMap<Double , Set<Double>>

identif icarComprimentosComFluoresMax ( ) {
2 HashMap<Double , Set<Double>> concenComprimentos = new HashMap<>() ;

3

4 cubeta . getConcentracoesDeSupressor ( ) . forEach ( concS −> {
5 List<Double> l i s t a = new ArrayList<>() ;

6 mapaFluorescenc iaBuf fered . forEach ( ( Double comp , SortedMap<

Double , Double> mapa) −> {
7 mapa . forEach ( ( Double conc , Double f l u o r ) −> {
8 i f ( conc . equa l s ( concS ) ) {
9 l i s t a . add ( f l u o r ) ;

10 }
11 }) ;

12 }) ;

13 double f luore scenc iaMax = C o l l e c t i o n s . max( l i s t a ) ;

14

15 mapaFluorescenc iaBuf fered . forEach ( ( Double comp , SortedMap<

Double , Double> mapa) −> {
16 mapa . forEach ( ( Double conc , Double f l u o r ) −> {
17 i f ( f l u o r == f luorescenc iaMax ) {
18 i f ( ! concenComprimentos . containsKey ( concS ) ) {
19 concenComprimentos . put ( concS , new HashSet<>() ) ;

20 }
21 concenComprimentos . get ( concS ) . add (comp) ;

22 }
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23 }) ;

24 }) ;

25 }) ;

26

27 return concenComprimentos ;

28 }

Algoritmo A.10 – Tratamento da tabela de resultados

1 private void gerarTabe laResu l tados ( SortedMap<Double , Double>

mapaFluoresMax ) {
2 mapaFluoresMax . forEach ( ( Double conc , Double f l u o r ) −> {
3 mapaResultados . put ( conc , new Pair<>( f l uo r , mapaFluoresMax . get

( 0 . 0 ) / f l u o r ) ) ;

4 }) ;

5 }
6

7 private void normalizarMapaMaxFluores ( SortedMap<Double , Double>

mapaFluoresMax ) {
8 mapaFluoresMax . forEach ( ( Double conc , Double f l u o r ) −> {
9 i f ( conc != 0 . 0 ) {

10 mapaFluoresMax . put ( conc , f l u o r / mapaFluoresMax . get ( 0 . 0 ) ) ;

11 }
12 }) ;

13 mapaFluoresMax . put ( 0 . 0 , 1 . 0 ) ;

14 }

Algoritmo A.11 – Construção do gráfico de supressão de fluorescência

1 private void c o n s t r u i r G r a f i c o S u p r e s s a o F l u o r e s c e n c i a ( Ana l i s e

a n a l i s e S e l e c i o n a d a ) {
2 l inechartSV . getData ( ) . c l e a r ( ) ;

3 yAxisSV . s e tLabe l ( ”F” ) ;

4

5 l inechartSV . s e t T i t l e ( ( ( RadioButton ) s e l e caoGra f i c oEx ib ido .

ge tSe l e c t edTogg l e ( ) ) . getText ( ) ) ;

6 S e r i e s s e r i e R e s u l t a d o s = new S e r i e s ( ) ;

7 S e r i e s s e r i eTendenc ia = new S e r i e s ( ) ;

8 s e r i e R e s u l t a d o s . setName ( ” F luo r e s c enc i a ” ) ;

9 s e r i eTendenc ia . setName ( ”Linha de Tendê nc ia ” ) ;

10

11 List<Double> l i s t X s = new ArrayList<>() ;

12 Lis t<Double> l i s t Y s = new ArrayList<>() ;

13 a n a l i s e S e l e c i o n a d a . getMapaResultados ( ) . forEach ( ( Double conc , Pair<

Double , Double> r e s u l t a d o s ) −> {
14 s e r i e R e s u l t a d o s . getData ( ) . add (new XYChart . Data<>(conc ,

r e s u l t a d o s . getKey ( ) ) ) ;

15 l i s t X s . add ( conc ) ;
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16 l i s t Y s . add ( r e s u l t a d o s . getKey ( ) ) ;

17 }) ;

18

19 double [ ] xs = new double [ l i s t X s . s i z e ( ) ] ;

20 double [ ] ys = new double [ l i s t Y s . s i z e ( ) ] ;

21 for ( int i = 0 ; i < xs . l ength ; i++) {
22 xs [ i ] = l i s t X s . get ( i ) ;

23 ys [ i ] = l i s t Y s . get ( i ) ;

24 }
25

26 double [ ] c o e f i c i e n t e s = p o l y f i t ( xs , ys , 1) ;

27

28 for (double x = 0 ; x <= a n a l i s e S e l e c i o n a d a . getMapaResultados ( ) .

lastKey ( ) + 1 . 0 ; x += 0 . 0 5 ) {
29 double y = polynomial (x , c o e f i c i e n t e s ) ;

30 se r i eTendenc ia . getData ( ) . add (new XYChart . Data<>(x , y ) ) ;

31 }
32 l inechartSV . getData ( ) . addAll ( s e r i eRe su l t ado s , s e r i eTendenc ia ) ;

33 }

Determinação da equação de Stern-Volmer

Algoritmo A.12 – Determinação da equação de Stern-Volmer

1 private void determinarEquacaoSV ( ) {
2 double [ ] xs = new double [ getMapaResultados ( ) . s i z e ( ) ] ;

3 double [ ] ys = new double [ getMapaResultados ( ) . s i z e ( ) ] ;

4 double [ ] ysTende = new double [ getMapaResultados ( ) . s i z e ( ) ] ;

5

6 int k = 0 ;

7 for (Map. Entry<Double , Pair<Double , Double>> entry : mapaResultados

. entrySet ( ) ) {
8 xs [ k ] = entry . getKey ( ) ;

9 ys [ k++] = entry . getValue ( ) . getValue ( ) ;

10 }
11

12 cer t ezaAt ing idaProper ty ( ) . s e t ( 0 . 0 ) ;

13 int i = 0 ;

14 while ( i < 7 && cer tezaAt ing idaProper ty ( ) . get ( ) <

cer tezaDese jadaProperty ( ) . get ( ) ) {
15 c o e f i c i e n t e s T e n d e n c i a = p o l y f i t ( xs , ys , ++i ) ;

16 k = 0 ;

17 for (double x : xs ) {
18 ysTende [ k++] = polynomial (x , c o e f i c i e n t e s T e n d e n c i a ) ;

19 }
20 cer t ezaAt ing idaProper ty ( ) . s e t ( determinarR2 ( xs , ys , ysTende ) ) ;

21 l inhaTendenc iaProperty ( ) . s e t ( equat ionToStr ing (
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co e f i c i en t e sTe ndenc i a , ” [Q] ” ) ) ;

22 }
23 i f ( ce r t ezaAt ing idaProper ty ( ) . get ( ) >= certezaDese jadaProperty ( ) .

get ( ) ) {
24 i f ( i == 1) {
25 coe f i c i entesEquacaoSV = new double [ c o e f i c i e n t e s T e n d e n c i a .

l ength ] ;

26 System . arraycopy ( c o e f i c i en t e s Tenden c i a , 0 ,

coe f i c ientesEquacaoSV , 0 , c o e f i c i e n t e s T e n d e n c i a . l ength ) ;

27 equacaoSternVolmerProperty ( ) . s e t ( equat ionToStr ing (

coe f ic ientesEquacaoSV , ” [Q] ” ) ) ;

28 constanteSternVolmerProperty ( ) . s e t ( coe f i c i entesEquacaoSV [

coe f i c i entesEquacaoSV . l ength − 1 ] ) ;

29 } else {
30 Pair<double [ ] , double [ ]> l o c a l i z a c a o P r i m e i r o S i t i o =

l o c a l i z a r P r i m e i r o S i t i o ( xs , ysTende ) ;

31 i f ( l o c a l i z a c a o P r i m e i r o S i t i o != null ) {
32 double [ ] y s S i t i o = new double [ l o c a l i z a c a o P r i m e i r o S i t i o .

getKey ( ) . l ength ] ;

33

34 coe f i c i entesEquacaoSV = p o l y f i t (

l o c a l i z a c a o P r i m e i r o S i t i o . getKey ( ) , l o c a l i z a c a o P r i m e i r o S i t i o . getValue ( ) ,

1) ;

35 k = 0 ;

36 for (double x : l o c a l i z a c a o P r i m e i r o S i t i o . getKey ( ) ) {
37 y s S i t i o [ k++] = polynomial (x , coe f i c i entesEquacaoSV )

;

38 }
39

40 cer tezaAt ing idaProper ty ( ) . s e t ( determinarR2 (

l o c a l i z a c a o P r i m e i r o S i t i o . getKey ( ) , l o c a l i z a c a o P r i m e i r o S i t i o . getValue ( ) ,

y s S i t i o ) ) ;

41 equacaoSternVolmerProperty ( ) . s e t ( equat ionToStr ing (

coe f ic ientesEquacaoSV , ” [Q] ” ) ) ;

42 constanteSternVolmerProperty ( ) . s e t (

coe f i c i entesEquacaoSV [ coe f i c i entesEquacaoSV . l ength − 1 ] ) ;

43 } else {
44 coe f i c i entesEquacaoSV = null ;

45 constanteSternVolmer . s e t ( 0 . 0 ) ;

46 equacaoSternVolmerProperty ( ) . s e t ( ” Inv á l i d a ” ) ;

47 }
48 }
49 } else {
50 coe f i c i entesEquacaoSV = null ;

51 constanteSternVolmer . s e t ( 0 . 0 ) ;

52 equacaoSternVolmerProperty ( ) . s e t ( ” Inv á l i d a ” ) ;

53 }
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54 }

Algoritmo A.13 – Determinação de R2

1 private double determinarR2 ( f ina l double [ ] xsResul , f ina l double [ ]

ysResul , f ina l double [ ] ysTende ) {
2 double [ ] ys = new double [ xsResul . l ength ] ;

3 double [ ] ysEstimados = new double [ xsResul . l ength ] ;

4 f ina l double mediaY ;

5

6 System . arraycopy ( ysResul , 0 , ys , 0 , xsResul . l ength ) ;

7 mediaY = mean( ys ) ;

8 System . arraycopy ( ysTende , 0 , ysEstimados , 0 , xsResul . l ength ) ;

9

10 double SQTot = 0 . 0 ;

11 double SQRes = 0 . 0 ;

12

13 for ( int i = 0 ; i < xsResul . l ength ; i++) {
14 SQTot += Math . pow( ys [ i ] − mediaY , 2) ;

15 }
16 for ( int i = 0 ; i < xsResul . l ength ; i++) {
17 SQRes += Math . pow( ys [ i ] − ysEstimados [ i ] , 2) ;

18 }
19

20 return 1 − (SQRes / SQTot) ;

21 }

Algoritmo A.14 – Localização do primeiro śıtio

1 private Pair<double [ ] , double [ ]> l o c a l i z a r P r i m e i r o S i t i o (double [ ] xs ,

double [ ] ysTende ) {
2 int pos i cao = xs . l ength ;

3 boolean certezaOK = fa l se ;

4 double [ ] new xs = null ;

5 double [ ] new ysTende = null ;

6

7 while ( ! certezaOK && pos i cao > 1) {
8 new xs = new double [ po s i cao ] ;

9 new ysTende = new double [ po s i cao ] ;

10 double [ ] y s S i t i o = new double [ po s i cao ] ;

11 System . arraycopy ( xs , 0 , new xs , 0 , pos i cao ) ;

12 System . arraycopy ( ysTende , 0 , new ysTende , 0 , pos i cao ) ;

13

14 double [ ] c o e f i c i e n t e s = p o l y f i t ( new xs , new ysTende , 1) ;

15 int k = 0 ;

16 for (double x : new xs ) {
17 y s S i t i o [ k++] = polynomial (x , c o e f i c i e n t e s ) ;

18 }
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19 certezaOK = determinarR2 ( new xs , new ysTende , y s S i t i o ) >=

certezaDese jada . get ( ) ;

20 pos icao−−;

21 }
22 i f ( certezaOK ) {
23 return new Pair<>(new xs , new ysTende ) ;

24 }
25 return null ;

26 }

Algoritmo A.15 – Construção do gráfico de Stern-Volmer

1 private void const ru i rGra f i coSV ( Ana l i s e a n a l i s e S e l e c i o n a d a ) {
2 l inechartSV . getData ( ) . c l e a r ( ) ;

3 yAxisSV . s e tLabe l ( ”F” + subsc r ip tZe ro + ” / F” ) ;

4

5 l inechartSV . s e t T i t l e ( ”Grá f i c o de Stern−Volmer” ) ;

6 S e r i e s s e r i e R e s u l t a d o s = new S e r i e s ( ) ;

7 S e r i e s s e r i eTendenc ia = new S e r i e s ( ) ;

8 S e r i e s ser ieSV = new S e r i e s ( ) ;

9 s e r i e R e s u l t a d o s . setName ( ” F luo r e s c enc i a ” ) ;

10 se r i eTendenc ia . setName ( ”Linha de Tendê nc ia ” ) ;

11 ser ieSV . setName ( ”Grá f i c o de Stern−Volmer” ) ;

12

13 a n a l i s e S e l e c i o n a d a . getMapaResultados ( ) . forEach ( ( Double conc , Pair<

Double , Double> r e s u l t a d o s ) −> {
14 s e r i e R e s u l t a d o s . getData ( ) . add (new XYChart . Data<>(conc ,

r e s u l t a d o s . getValue ( ) ) ) ;

15 }) ;

16

17 for (double x = 0 ; x <= a n a l i s e S e l e c i o n a d a . getMapaResultados ( ) .

lastKey ( ) + 1 . 0 ; x += 0 . 0 5 ) {
18 double y = polynomial (x , a n a l i s e S e l e c i o n a d a .

g e tCoe f i c i en t e sTendenc i a ( ) ) ;

19 se r i eTendenc ia . getData ( ) . add (new XYChart . Data<>(x , y ) ) ;

20 }
21

22 i f ( a n a l i s e S e l e c i o n a d a . ce r t ezaAt ing idaProper ty ( ) . get ( ) >=

a n a l i s e S e l e c i o n a d a . cer tezaDese jadaProperty ( ) . get ( ) ) {
23 i f ( a n a l i s e S e l e c i o n a d a . g e tCoe f i c i en t e sTendenc i a ( ) . l ength == 2)

{
24 ser ieSV . getData ( ) . addAll ( s e r i eTendenc ia . getData ( ) ) ;

25 se r i eTendenc ia . getData ( ) . c l e a r ( ) ;

26 l inechartSV . getData ( ) . addAll ( s e r i eRe su l t ado s , ser ieSV ) ;

27 } else {
28 i f ( a n a l i s e S e l e c i o n a d a . getCoef ic ientesEquacaoSV ( ) != null )

{
29 for (double x = 0 ; x <= a n a l i s e S e l e c i o n a d a .
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getMapaResultados ( ) . lastKey ( ) + 1 . 0 ; x += 0 .0 5 ) {
30 double y = polynomial (x , a n a l i s e S e l e c i o n a d a .

getCoef ic ientesEquacaoSV ( ) ) ;

31 ser ieSV . getData ( ) . add (new XYChart . Data<>(x , y ) ) ;

32 }
33 }
34 l inechartSV . getData ( ) . addAll ( s e r i eRe su l t ado s ,

se r i eTendenc ia , ser i eSV ) ;

35 }
36 } else {
37 se r i eTendenc ia . getData ( ) . c l e a r ( ) ;

38 l inechartSV . getData ( ) . addAll ( s e r i e R e s u l t a d o s ) ;

39 }
40 }

Tratamento de desvio dos resultados

Algoritmo A.16 – Determinação dos reśıduos existentes

1 private void t ra ta rRes iduos ( ) {
2 i f ( ! equacaoSternVolmer . isEmpty ( ) . get ( ) && coe f i c i entesEquacaoSV !=

null ) {
3 mapaResultados . entrySet ( ) . forEach ( r e s −> {
4 double d = Math . abs ( r e s . getValue ( ) . getValue ( ) − polynomial (

r e s . getKey ( ) , coe f i c i entesEquacaoSV ) ) ;

5 mapaResiduos . put ( r e s . getKey ( ) , d ) ;

6 }) ;

7 }
8 }
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