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RESUMO

No presente trabalho foram desenvolvidos dois sistemas automatizados para a detecgdo
quimiluminométrica em dispositivos de papel (PADs): um sistema que realiza o contato de
oito zonas de deteccao circulares (@ = 7 mm) com gotas suspensas dos reagentes e outro
sistema no qual oito zonas de deteccdo retangulares (5 mm x 10 mm) sdo imersas, de forma
controlada, em pequenos vials contendo os reagentes. Para o primeiro arranjo, os PADs foram
confeccionados com uma plotter de recorte e, para a segunda estratégia, as zonas de deteccao
foram fixadas diretamente em um suporte rigido de poli(acido latico) (PLA) em formato de
pente. A aquisi¢ao dos sinais colorimétricos baseados no sistema RGB assim como o controle
dos instrumentos foram realizadas por meio de um smartphone e de um aplicativo
desenvolvido para sistema android, monitorando as rea¢des quimiluminométricas em tempo
real e produzindo os registros para analise. A eficiéncia dos sistemas propostos foi avaliada
por meio da determinagdo de vitamina Bi2 em solugdes injetaveis e de captopril em
comprimidos. A vitamina Bi2 foi determinada de forma indireta, a partir da quantificacao do
ion cobalto(Il) presente em sua estrutura e o qual atua como catalisador na reacdo
quimiluminescente entre peroxido de hidrogénio e luminol. Para o captopril, o método
baseou-se no efeito supressor desse farmaco sobre a rea¢do quimiluminescente entre luminol
e hipoclorito de calcio. No sistema de elevagdo com gotas suspensas, a determinagdo de
vitamina B12 apresentou resposta linear (R = 0,999) na faixa de 0,1 a 0,5 mg/L em Co(Il),
com limite de deteccao de 0,018 mg/L, limite de quantifica¢ao de 0,062 mg/L e erros relativos
inferiores a 15% em relacao aos valores declarados nos rotulos dos medicamentos. Para o
captopril, obteve-se resposta linear (R = 0,999) na faixa de 3 a 15 mg/L. No sistema de
imersdo, observou-se resposta linear (R = 0,998) para a determinagdo de vitamina Bi2 na faixa
de 0,05 a 0,25 mg/L em Co(II), com limite de detec¢cdo de 0,03 mg/L e limite de quantificagao
de 0,1 mg/L. Para o captopril, obteve-se resposta linear (R = 0,994) na faixa de 10,5 a 15
mg/L, com limite de detec¢do de 1,14 mg/L, limite de quantificacdo de 3,8 mg/L e erros
relativos inferiores a 5% quando comparados ao método de titulagdo coulométrica. De modo
geral, os dispositivos desenvolvidos apresentaram potencial de aplicabilidade para a
determinagdo de vitamina Bi2 e captopril em formulagdes farmacéuticas.

Palavras chave: Dispositivos analiticos baseados em papel, Quimiluminescéncia, Detecgdo
colorimétrica, Imagens digitais, Luminol. Andalise farmacéutica, Sensores de baixo custo,

Captopril, Vitamina Bi2.



ABSTRACT

In the present work, two automated systems were developed for chemiluminometric detection
in paper-based analytical devices (PADs): one system in which eight circular detection zones
(2 =7 mm) come into contact with suspended reagent droplets, and another system in which
eight rectangular detection zones (5 mm x 10 mm) are immersed, in a controlled manner, in
small vials containing the reagents. For the first configuration, the PADs were fabricated
using a cutting plotter, whereas for the second strategy the detection zones were directly fixed
onto a rigid poly(lactic acid) (PLA) comb-shaped support. Acquisition of RGB-based
colorimetric signals, as well as instrument control, was performed using a smartphone and an
application developed for the Android operating system, enabling real-time monitoring of the
chemiluminometric reactions and generation of data records for analysis. The efficiency of the
proposed systems was evaluated through the determination of vitamin Bi2 in injectable
solutions and captopril in tablet formulations. Vitamin Bi2 was determined indirectly by
quantifying the cobalt(I) ion present in its structure, which acts as a catalyst in the
chemiluminescent reaction between hydrogen peroxide and luminol. For captopril, the
method was based on the suppressive effect of this drug on the chemiluminescent reaction
between luminol and calcium hypochlorite. In the suspended-droplet elevation system,
vitamin Bi2 determination showed a linear response (R = 0.999) over the range of 0.1 to 0.5
mg/L as Co(Il), with a limit of detection of 0.018 mg/L, a limit of quantification of 0.062
mg/L, and relative errors below 15% compared to the values declared on the pharmaceutical
labels. For captopril, a linear response (R = 0.999) was obtained in the range of 3 to 15 mg/L.
In the immersion system, a linear response (R = 0.998) was observed for vitamin Bi2
determination over the range of 0.05 to 0.25 mg/L as Co(II), with a limit of detection of 0.03
mg/L and a limit of quantification of 0.1 mg/L. For captopril, a linear response (R = 0.994)
was obtained in the range of 10.5 to 15 mg/L, with a limit of detection of 1.14 mg/L, a limit of
quantification of 3.8 mg/L, and relative errors below 5% when compared to the coulometric
titration method. Overall, the developed devices demonstrated strong potential applicability
for the determination of vitamin B12 and captopril in pharmaceutical formulations.

Keywords: Paper-based analytical devices, Chemiluminescence, Colorimetric detection,

Digital images, Luminol, Pharmaceutical analysis, Low-cost sensors, Captopril, Vitamin Bi2.
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LIAMA - Laboratorio de Instrumentacao, Automacao ¢ Miniaturizagao Analitica

RGB - Sistema de coordenadas cujas cores correspondem a vermelho (red, R), verde
(green, G) e azul (blue, B).

ISO - Sensibilidade do sensor a luz

FOCUS - Foco da imagem

EXP - Exposicao

SIZE - Tamanho dos amostradores



1. Introducao e Objetivos

Dispositivos baseados em papel (PADs) t€ém se mostrado solugdes praticas e acessiveis
para a realizagdo de analises quimicas, especialmente em contextos que exigem simplicidade,
baixo custo e portabilidade!!!. Eles funcionam utilizando o papel como suporte para reagdes
quimicas, possibilitando respostas tanto qualitativas quanto quantitativas no processo de
detec¢do de diferentes analitos. Devido as propriedades capilares desse substrato, ¢ possivel
realizar o transporte do fluido de interesse, sem a necessidade de elementos de propulsdao
externos. A combinagdo dessas caracteristicas os torna promissores para aplicagdes em
diagnostico clinico, controle ambiental e analise de alimentos e farmacos®).

Esses dispositivos tém suas origens baseadas no trabalho desenvolvido por Yagodal®,
em 1937. Nesse estudo, foi proposto um método simples e eficaz para a fabricagdo de zonas
hidrofobicas em papéis de filtro por meio da deposi¢cdo de parafina através de contato térmico.
O trabalho demonstrou a possibilidade da detec¢do e quantificagdo de ions metdlicos como
cobre e niquel, com base na intensidade da colora¢do gerada em areas confinadas.

Entretanto, a sua aplicagdo moderna na area de quimica analitica, foi impulsionada
apenas em 2007, a partir do trabalho desenvolvido por Whitesides et al.l”’, que apresentaram
um sistema baseado em papel para a detecgdo colorimétrica de glicose e proteinas na urina. O
dispositivo proposto foi fabricado a partir da técnica de fotolitografia com resina, que
possibilita a criagdo de micro canais hidrofilicos bem definidos, permitindo o transporte
capilar de fluidos sem a necessidade de componentes externos, como bombas.

Na literatura, existem diversos trabalhos que utilizam métodos colorimétricos,
fluorescentes e eletroquimicos como estratégia de deteccdo em dispositivos analiticos de
papel. Entre as alternativas disponiveis, a deteccdo por luminescéncia quimica, tem se
destacado como uma abordagem promissora devido ao alto desempenho, baixo fundo de
interferéncia, analise rapida, simplicidade instrumental, além de ndo requerer fontes externas
de excitagdo optical®l.

Apesar dessas vantagens, essa estratégia ainda € pouco explorada em trabalhos
descritos na literatura, e isso se deve a necessidade de softwares especificos capazes de
monitorar, em tempo real e em um curto intervalo de tempo (milissegundos), a variacdo da
intensidade luminosa emitida durante a reacao.

A deteccdo quimiluminométrica faz uso de estratégias Opticas que, muitas vezes,
exigem elementos de detec¢do com dimensdes superiores as do proprio dispositivo analitico,

0 que pode comprometer a portabilidade do sistema. Uma alternativa viavel para superar essa
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limitacdo ¢ a utilizagdo de imagens digitais obtidas em tempo real por meio de equipamentos
acessiveis, como smartphones, cameras digitais ou webcams.

O emprego de imagens digitais obtidas em tempo real possibilita a realiza¢do de
medidas do sinal analitico a partir de diferentes sistemas de cores. No entanto, o sistema de
cores RGB ¢ o mais empregado, quantificando as intensidades relativas das componentes
vermelha (R), verde (G) e azul (B) dos pixels que compdem a imagem, possibilitando tanto

analises qualitativas quanto quantitativas®'"

. Essa abordagem ¢ eficaz especialmente em
reacoes que envolvem fenomenos de absorg¢dao, reflexdo ou emissdo no espectro
eletromagnético da regido do visivel, oferecendo simplicidade e acessibilidade sem
comprometer o desempenho analitico.

Dentro desse cenario, o objetivo geral do trabalho foi desenvolver e avaliar duas
estratégias automatizadas e portateis para a detecgdo quimiluminométrica em papel baseada

em imagens digitais adquiridas em tempo real.

Para isso, os objetivos especificos foram:

e Fabricar dispositivos baseados em papel cromatografico e adesivos;

e Construir equipamentos de baixo custo para realizagdo das reacdes analiticas de
quimiluminescéncia de forma controlada.

e Otimizar o aplicativo desenvolvido para controle dos equipamentos e aquisi¢do do
sinal analitico (RGB);

e Avaliar o desempenho dos dispositivos de papel e dos equipamentos na determinagdo

de vitamina B12 em solugdes injetaveis e de captopril em comprimidos.
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2. Referencial Teorico

2.1 Dispositivos Baseados em Papel (PADs)
2.1.1 Historico e evolucao dos sensores em papel

Dispositivos analiticos baseados em papel (PADs) sdao plataformas projetadas para
realizar analises quimicas e bioquimicas por meio de reagdes que ocorrem em substratos
porosos, geralmente constituidos de papel cromatografico ou de filtro!'"'?. Esses materiais
destacam-se por seu baixo custo, ampla disponibilidade comercial e por apresentarem
propriedades fisicas ajustaveis como, por exemplo, espessura, composi¢ao, porosidade e area
superficial'™ que influenciam diretamente em processos como absor¢do e adsor¢do de
reagentes e controle de fluxo!'.

O uso do papel como substrato analitico antecede em décadas o conceito moderno dos
PADs. O trabalho de Yagoda em 1937, foi um dos primeiros a registrar a utilizacao de testes
confinados em papel para detec¢do de metais, empregando zonas delimitadas por barreiras
hidrofébicas!®. A partir desse trabalho, anos depois, Muller e Clegg em 1949, desenvolveram
um sistema automdtico de cromatografia em papel, onde conseguiram registrar
automaticamente os perfis de elui¢do de diferentes substancias por meio da variacdo da
transmitancia de luz monocromatica detectada por um tubo fotomultiplicador!'®',

Outro marco importante que consolidou a aplicacao de substratos de papel em analises
quimicas ocorreu a partir da década de 1950, com a introducdo de papéis indicadores e fitas
reagentes destinadas a detec¢do de compostos em fluidos biologicos. Um exemplo notavel foi
o desenvolvimento das tradicionais tiras para deteccao de glicose na urina por Free et al., que
propuseram um teste baseado em uma tira de papel impregnada com glicose oxidase,
peroxidase e ortotoluidina, a qual na presenga de glicose apresenta coloragdo azul!'®!,

Décadas mais tarde, em 2007, o conceito desses dispositivos foi formalmente
introduzido pelo grupo de pesquisa de Whitesides, onde, o papel deixa de atuar como um
substrato passivo de separacdo e passa a funcionar como um sistema analitico integrado,
composto por canais microfluidicos que direcionam o fluxo capilar, permitindo que reagdes
quimicas e deteccdes ocorram de forma ativa e integrada, sem a necessidade de
instrumentac¢do external”.

Atualmente, esses dispositivos vém sendo amplamente explorados em diversas areas
da quimica analitica, com aplicagdes voltadas a detec¢do de analitos em amostras biologicas,

alimentos, dguas e medicamentos. No ambito clinico, por exemplo, aplicagcdes em amostras
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como lagrimas!'”, sangue!'®, saliva'” e urina® tém sido amplamente reportadas, empregando
reacdes enzimaticas, deteccdo colorimétrica ou eletroquimica. No setor ambiental e industrial,
destacam-se estudos voltados a detec¢do de metais pesados em dguas® e a0 monitoramento
de compostos bioativos em formulagdes farmacéuticas®, evidenciando a versatilidade e
aplicabilidade dos PADs em diferentes contextos analiticos.

A Figura 1 apresenta o aumento no numero de publica¢des relacionadas ao uso de
dispositivos analiticos baseados em papel no periodo de 2012 a 2025, conforme dados
extraidos da base “Web of Science”, utilizando as palavras-chave “Paper-based analytical

device”, “Microfluidic paper-based analytical device” e “Paper-based devices”.
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Figura 1 — Progresso do numero de publicagdes relacionadas aos microdispositivos baseados
em papel entre 2012 e 2025, obtidos da *“ Web of Science”.

2.1.2 Materiais e métodos de fabricacao

Devido a grande aplicabilidade desses dispositivos, ¢ importante destacar a influéncia
das propriedades fisico-quimicas do papel no processo de analise quimica. Caracteristicas
como grau de absor¢do, porosidade, espessura, capacidade de adsor¢do e controle de fluxo,
podem influenciar a interagdo com o analito e a sensibilidade do método, sendo, portanto,

essenciais para o desempenho final do dispositivo®’!. Ha diversos estudos na literatura, que
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empregam diferentes composi¢des dos substratos de papel em suas analises quimicas, de
modo que a escolha depende do ensaio a ser realizado.

Um exemplo ¢ o trabalho desenvolvido por Pholsiri et al. (2022), no qual foi proposto
um dispositivo eletroquimico baseado em papel cromatografico (cPED) para a determinagao
simultanea de A’-tetraidrocanabinol (THC) e canabidiol (CBD) em 6leo de cannabis. Nesse
estudo, o papel cromatografico atuou como fase estacionaria, permitindo a separa¢do dos
analitos, além de funcionar como meio de transporte para a eluigdo até a zona de detec¢ao. O
dispositivo apresentou resposta linear entre 10 e 500 ug/mL, com limites de detecg¢ao de 3,27
pg/mL para THC e 2,85 pg/mL para CBD, demonstrando sua eficacia para analise simultanea
desses compostos em amostras de cannabis®*.

O trabalho de da Silva et al. (2018) ¢ um exemplo do emprego de papel sulfite como
substrato em PADs, aplicado a detecg¢do colorimétrica de fenacetina em amostras de cocaina
apreendidas. Nesse dispositivo, o papel sulfite foi utilizado como plataforma analitica em
substitui¢do ao papel cromatografico convencional, no qual a detec¢ao foi realizada por meio
da reagdo entre a fenacetina ¢ a 1,2-naftoquinona-4-sulfonato de s6dio (NQS) em meio
alcalino. A intensidade da reacdo foi avaliada por andlise de imagens digitais. O dispositivo
demonstrou faixa linear de resposta entre 0 e 64,52 pg/mL e limite de deteccao de 3,5 pg/mL,
evidenciando a viabilidade do papel sulfite em aplicagdes analiticas, especialmente em
contextos forenses!*”!,

Por ultimo, o estudo de Tang et al. (2020) exemplifica o uso de membranas de
nitrocelulose como plataforma analitica para testes point-of-care, nos quais a superficie do
papel foi modificada com quitosana para aumentar a capacidade de imobilizacdo de
biomoléculas. A modificagdo foi avaliada em ensaios de fluxo lateral para acidos nucleicos
(NALFAs), nos quais a nitrocelulose atuou como suporte para imobilizacdo das moléculas e
meio de transporte capilar. O trabalho demonstrou um aumento significativo na sensibilidade
de detecgdo do virus da hepatite B (HBV), com a redu¢do do limite de deteccao de 0,5 nmol/L
para 0,05 nmol/L, mostrando o potencial da modificagdo com quitosana para aprimorar
dispositivos analiticos em papel®®..

Além da escolha do tipo de papel, diversos métodos de confeccdo podem ser
explorados durante o processo de fabricacio dos PADs, cujo objetivo principal ¢ o
desenvolvimento de zonas hidrofobicas ou regides fisicamente delimitadas que atuem como
barreiras, definindo areas especificas de andlise e permitindo o direcionamento controlado do

27,28

fluxo da amostra, por acdo das forgas capilares, até a zona de detec¢do?’?!l. Dentre os

métodos disponiveis para a criagdo dessas barreiras hidrofobicas, destacam-se técnicas como
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impressdo em cera®, fotolitografial®”, impressdo a jato de tinta®"), impressdo flexografical*?,

impressdo 3D em cera®, tratamento a laser®¥, recorte a laser ou com plottert**>

e
serigrafial®”).

Entre as técnicas descritas, algumas tém sido mais amplamente empregadas em fungao
da simplicidade operacional, do menor custo e da viabilidade para produ¢do em maior escala.
Nesse contexto, o recorte com plotter tem sido amplamente utilizado devido a sua capacidade
de produzir geometrias bem definidas e reduzir o tempo de fabrica¢dol®. Esse método
baseia-se na delimitagdo fisica das regides de analise por meio do corte preciso do papel,
dispensando o uso de agentes hidrofobizantes ou etapas térmicas adicionais. Dessa forma, o

controle do fluxo do fluido ocorre predominantemente pela geometria do dispositivo,

eliminando a necessidade de modificagdes quimicas na superficie do papel.
2.1.3 Funcionalizacio da superficie para aprimoramento da detec¢iao

Além das propriedades fisico-quimicas intrinsecas do papel, diversos estudos tém
investigado estratégias de funcionalizacdo da superficie com o objetivo de aumentar a
sensibilidade e a seletividade analitica dos dispositivos de papel. Essas abordagens exploram
caracteristicas como a porosidade e a capacidade de adsorcao do papel, permitindo o aumento
da éarea superficial disponivel para interagdo com o analito e a imobilizagdo de reagentes ou
biomoléculas.

Um exemplo foi o trabalho desenvolvido por Massumoto et al. (2022), no qual a
superficie do substrato de papel foi funcionalizada com hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH),
um polimero catidnico, em um ensaio colorimétrico bienzimatico voltado para a detecgao de
sarcosina, biomarcador urindrio associado ao cancer de prostata. Essa modificagdo restringiu a
reacdo enzimatica a uma area delimitada, promovendo maior intensidade na formagdo da
coloragdo azul do indicador TMB. Como resultado, o limite de detec¢ao foi reduzido de 12,6
umol/L para 0,6 umol/L, representando uma melhora significativa na sensibilidade
analitical®®).

Outro exemplo foi o estudo de Manbohi e Ahmadi, em 2019, que desenvolveram um
dispositivo eletroquimico microfluidico de papel (EuPAN) funcionalizado para a deteccao
sensivel e seletiva de dopamina. A zona de deteccdo foi modificada com uma mistura
condutora a base de grafite, quitosana e polietilenoglicol (PEG), formando o eletrodo de
trabalho. Com o intuito de otimizar a resposta eletroquimica, diferentes nanomateriais foram
testados, onde a combinagdo de grafeno com o surfactante dodecil sulfato de s6dio (SDS)

apresentou o melhor desempenho, apresentando uma reducdo significativa no limite de
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deteccdo para 0,01 pmol/L e ampla faixa linear de 0,5-120 umol/L, possibilitando a analise
de dopamina em amostras bioldgicas como sangue e urinal*”.

De forma geral, os trabalhos citados demonstram que a modificacao da superficie dos
PADs por meio do uso de polimeros sintéticos e naturais, biomoléculas e nanomateriais
constitui uma estratégia eficaz para o aprimoramento do desempenho analitico. Essas
modificagcdes promovem o aumento da area superficial, a melhoria da transferéncia de
elétrons, o confinamento das reacdes quimicas e maior eficiéncia na imobilizagao das espécies
ativas, resultando na reducdo dos limites de detec¢do, no aumento da sensibilidade ¢ na

ampliacdo da faixa linear de resposta, contribuindo para o melhor desempenho analitico

desses dispositivos.
2.1.4 Métodos de deteccao aplicados aos dispositivos baseados em papel (PADs)

Dentre os métodos de deteccao empregados em PADs, destacam-se os colorimétricos,
eletroquimicos e luminescentes, devido a sua simplicidade e baixo custo. Além disso, estudos
mais recentes vém integrando esses dispositivos a sistemas analiticos mais robustos, como
espectrometria de massas e espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS), com o
objetivo de ampliar a sensibilidade e a aplicabilidade em analises mais complexas!*' .

Dentre os métodos mencionados, o colorimétrico € o mais utilizado em determinagoes
com PADs, principalmente devido a sua simplicidade instrumental, baixo custo, facilidade de
interpretagdo dos resultados e compatibilidade com equipamentos acessiveis, como cameras
de smartphones e scanners. Existem diversos trabalhos, que empregam esse tipo de deteccao
em areas variadas, como por exemplo, em seguranca alimentar'”!, determinagdes de

44]

pesticidas'*¥, analises clinicas'! e entre outros. No entanto, apesar das vantagens, os PADs

colorimétricos ainda apresentam limitagdes em termos de sensibilidade!*

. Essas limitagdes
estdo, em grande parte, associadas a baixa intensidade do sinal gerado e a falta de
uniformidade na coloragdo, aspectos que podem ser influenciados tanto pelas propriedades do
papel quanto por processos de migragdo ou separagdo do complexo analito-indicador™*”.

A detecg¢do eletroquimica em dispositivos baseados em papel surgiu como uma
alternativa ao método mencionado anteriormente, sendo introduzida em 2009 por Dungchai et
al."® O objetivo foi superar as limitagdes da detec¢do colorimétrica, oferecendo medigdes
rapidas, com alta sensibilidade, seletividade, portabilidade e permitindo a andlise de uma

49-53]

ampla variedade de analitos! Apesar das vantagens mencionadas, esse método de

deteccao ainda apresenta algumas limitagdes. Um dos principais desafios ¢ o uso de
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equipamentos de bancada caros, o que impacta negativamente o custo-beneficio do
dispositivo.

Também temos diversos métodos de deteccao baseados em luminescéncia quimica que
podem ser aplicados aos dispositivos analiticos em papel, sendo a fluorescéncia,
eletroquimioluminescéncia e a quimioluminescéncia os mais comuns. Esses métodos se
destacam por oferecerem alta sensibilidade, baixo limite de deteccdo, andlise rapida e

54]

facilidade de miniaturizacdo?®. Alguns estudos ja demonstraram a viabilidade desses

métodos, como na deteccdo de metais potencialmente toxicos, farmacos ou biomarcadores

especificos®

. No entanto, esse método também apresenta algumas limitagdes, como a
necessidade de uma fonte de luz externa no caso da fluorescéncia, o uso de equipamentos
opticos sensiveis, a necessidade de monitoramento em tempo real, a baixa estabilidade de
alguns reagentes e a falta de protocolos padronizados, o qual dificulta a aplicagdo pratica™.
Por ultimo, temos aplicagdes onde os PADs sdo acoplados a métodos de detecgao mais
robustos como espectrometria de massas e espectroscopia Raman de superficie aprimorada
(SERS), essa integragdo visa adaptar essas técnicas a sistemas miniaturizados de baixo custo e
facil fabricagdo, atendendo a demanda por solugdes descartaveis, estaveis e acessiveis!®®, A
integracao dos dispositivos a base de papel a esses métodos, t€ém ampliado a sensibilidade e a
aplicabilidade desses dispositivos em analises complexas. No entanto, essas abordagens ainda

enfrentam desafios como o alto custo dos equipamentos ¢ a necessidade de operadores

qualificados.

2.2 Quimiluminescéncia: Mecanismos e Abordagens Analiticas
2.2.1 Mecanismos da reacao Quimiluminescente

A luminescéncia ¢ um fendmeno Optico classificado de acordo com o mecanismo
responsavel pela excitacdo das espécies emissoras, as quais emitem radiagdo eletromagnética
ao retornarem ao estado fundamental. Quando esse processo ocorre por meio da absor¢ao de
radiacao eletromagnética, o fenomeno ¢ denominado fotoluminescéncia. Em outras situagoes,
a excitagdo pode ser promovida por estimulos distintos, como reagdes eletroquimicas
(eletroquimiluminescéncia), aquecimento (termoluminescéncia) ou reagdes quimicas
exotérmicas, caracterizando a quimiluminescéncia. Dentre essas modalidades, a

quimiluminescéncia destaca-se por nao requerer uma fonte externa de radiacdo para a
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excitacdo, uma vez que a energia necessaria a emissao ¢ fornecida diretamente pela reagdo
quimical®®4],

Segundo Roda et al. (2011), para que uma reagdo quimica resulte na emissdao de
radiacdo eletromagnética, determinados critérios devem ser atendidos. Além de a reacao ser
exotérmica, o estado eletronico excitado deve ser acessivel ao longo da coordenada da reagao,
e a liberagdo dessa energia por meio da emissdo de fotons deve representar uma via
energeticamente favoravel. Dessa forma, o produto formado no estado excitado deve
apresentar caracteristicas que permitam a emissdo da radiacdo eletromagnética ou,
alternativamente, possibilitar a transferéncia dessa energia para outra espécie capaz de emitir
luz!®,

No contexto da quimiluminescéncia, a excitacdo eletronica pode ocorrer de duas
formas: direta, quando a energia liberada pela reagao quimica gera diretamente um produto no
estado eletronicamente excitado (P*), o qual emite radiagdo eletromagnética ao retornar ao
estado fundamental; ou indireta, quando a energia da reagdo ¢ transferida por ressondncia para
uma molécula aceptora (fluoréforo adjacente, Q*), que, uma vez excitada, também emite
radiacao eletromagnética ao relaxar para o estado fundamental, conforme ilustrado na Figura
2. Dessa forma, a quantificacdo do analito ¢ realizada a partir da intensidade da radiagao

eletromagnética emitida na reagcdo quimiluminescente, a qual varia proporcionalmente com a

concentra¢do da espécie analisadal®®,

A+B reagio P* > P + hv

Molécula eletronicamente excitada

Espécies com elevado potencial energético Quimiluminescéncia direta

w

P+ Q

Transferéncia ndo radiativa de
energia eletronica
v

P + Q* Aceptor eletronicamente excitado

L 4

Q + hv

Quimiluminescéncia indireta

Figura 2 — Esquema simplificado sobre quimiluminescéncia direta e indireta.

A intensidade da radiacdo eletromagnética emitida em reagdes quimiluminescentes

pode ser influenciada por diferentes parametros experimentais como pH, temperatura,
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velocidade da reagdo e concentragdo dos reagentes, além de fatores como a polaridade do
meio e o rendimento quantico do sistema. Vale destacar que, essas reagdes podem ocorrer em
diferentes fases, mas ¢ no meio liquido que se concentram as principais aplicagdes analiticas,
conforme discutido por Ferreira e Rossi (2002)7,

Como citado anteriormente, o método de detec¢do por quimioluminescéncia apresenta
elevada sensibilidade, em grande parte por dispensar fontes externas de excitacdo, o que
favorece uma razao sinal-ruido mais elevada. Além disso, dependendo da reagdo envolvida, o
proprio analito pode atuar como catalisador, aumentando a eficiéncia do sistema. Outra
vantagem € a versatilidade do método, que pode ser facilmente acoplado a diversas técnicas
analiticas!®®,

Um exemplo de aplicagdo analitica da detecgdo por quimioluminescéncia foi
apresentado por Pulgarin et al. (2018), que desenvolveram um método para determinar
carbamatos em amostras de solo utilizando um sistema HPLC-PCL. O sistema cromatografico
separou tiodicarbe, bendiocarbe e carbaril em extratos de solo, cujos eluatos foram
posteriormente misturados a uma solugdo alcalina de Co(Il) complexado com EDTA e
irradiados com luz UV. Essa etapa promoveu a fotélise dos carbamatos, gerando radicais
livres e outras espécies reativas capazes de oxidar o luminol e gerar emissdo luminosa. Os
limites de deteccdo alcancados foram de 0,05 mg/L para tiodicarbe, 0,09 mg/L para
bendiocarbe e 0,17 mg/L para carbaril®,

O trabalho desenvolvido por Li et al. (2022), demonstra o uso desse método de
detecgdo em sistemas de andlise em fluxo (flow injection analysis, FIA), com o intuito de
quantificar 4cido ascorbico em refrigerantes. Nesse sistema, o acido ascorbico atua como
correagente na reacdo com luminol sob condigdes alcalinas, e a introducdo de ions cobalto(II)
promove um aumento significativo na intensidade do sinal luminoso. O método apresentou
bom desempenho analitico, com faixa linear de 5,0 a 1000,0 ng/mL, limite de deteccdo de 1,3

ng/mL e adequada precisdo e seletividade, sendo eficaz mesmo em matrizes complexas como

bebidas™,
2.2.2 A Quimiluminescéncia do Luminol: Mecanismo e Aplicagoes

O Iuminol (5-amino-2,3-di-hidro-1,4-ftalazinediona) ¢ um dos reagentes mais
utilizados em reagdes de quimiluminescéncia direta. Sua oxidagdo leva a formacgao de um ion
3-aminoftalato eletronicamente excitado, que emite radia¢do eletromagnética ao retornar ao

estado fundamental (Améx = 425 nm)"!. Esse reagente se destaca por sua capacidade de
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interagir com diversas substancias quimicas. Essas interagdes podem modificar o mecanismo
e a velocidade da reagdo, permitindo que o analito atue como intensificador, inibidor ou
catalisador. Com isso, a variagdo na intensidade da radiacao eletromagnética emitida pode ser
relacionada diretamente a sua concentragdol’”. O mecanismo da rea¢do simplificada do

luminol € apresentado na Figura 3.

o o o) o *
N, .
NH - oxidacdo N o N N =
| e | —= ol =T | y
NH N N /
NH; o NH2 o NH: U NH: ©
Luminol 3-amino-ftalato
(5-amino-2,3-di-hidro-1,4- (estado eletronicamente
fralazinediona) excitado)
o
o°
A
o T
(Amax=425 nm)
NH: o

3-amino-ftalato
(estado fundamental)

Figura 3 — Mecanismo simplificado da oxida¢do do luminol, adaptado de Andrade (2014)*,

Diversos oxidantes, como peroxido de hidrogénio, hipoclorito e permanganato, podem
ser utilizados em reagdes de quimiluminescéncia com luminol, especialmente quando
catalisadas por ions metalicos ou enzimas, possibilitando a detec¢do sensivel de uma ampla
gama de analitos, demonstrando sua grande aplicabilidade!’.

Ha também compostos que atuam como interferentes na reacdo quimiluminescente
com luminol, provocando um processo conhecido como supressao, que resulta na diminui¢ao
do sinal de emissdao. De acordo com Khan et al. (2014), isso ocorre porque essas substancias
podem alterar a acdo catalitica, modificar as reagdes de oxirreducdo ou interagir diretamente
com os reagentes presentes. Exemplos incluem o dacido ascorbico, fendis, anilinas e
compostos contendo grupos tiol, que reduzem significativamente a emissdo de radiagdo

eletromagnétical™!.
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2.2.3 Quimiluminescéncia Aplicada a Dispositivos em Papel

Ja foram destacadas as vantagens dos dispositivos de papel em andlises quimicas,
assim como os beneficios da detecgdo por quimiluminescéncia. Ambas as abordagens
compartilham caracteristicas importantes, como baixo custo, simplicidade, versatilidade e
portabilidade. A partir dessas caracteristicas, surgiu o interesse em combina-las, resultando no
desenvolvimento dos dispositivos CL-PADs, que reunem os beneficios dos PADs com a
eficiéncia da quimiluminescéncia.

O estudo realizado por Yahyai et al. (2021) ¢ um exemplo do uso de CL-PADs na area
de controle ambiental. Os autores propuseram um método para detectar bendiocarbe, um
pesticida usado no combate a pragas. A detec¢do baseou-se na intensificagdo da
quimiluminescéncia gerada pela oxidag¢ao simultanea de pontos quanticos de carbono dopados
com enxofre e nitrogénio (S,N-CQDs) e de bissulfito (SOs*") por KMnO. em meio acido. O
método apresentou resposta linear na faixa de 0,1 a 10 pg/mL, com limite de detecgao de 0,02
pg/mL, e demonstrou boa aplicabilidade na analise de amostras de dgua e suco, com altas
taxas de recuperagio, evidenciando sua precisio e confiabilidade analitical™.

No campo das analises clinicas, Liu et al. (2020) desenvolveram um dispositivo em
papel com deteccdo baseada em quimiluminescéncia, empregando uma nanoenzima
(Co—Fe@hemina) para a deteccdo do antigeno spike do SARS-CoV-2. O método apresentou
um limite de deteccdo de 0,1 ng/mL, com uma faixa linear de 0,2-100 ng/mL, seletividade
para o antigeno SARS-CoV-2 e com tempo total de andlise de apenas 16 minutos, sendo
compativel com a captura de sinal por camera de celular, o que o torna uma alternativa
promissora para triagens clinicas rapidas e de baixo custo durante pandemias!’”.

Por ultimo, no campo de andlise de alimentos temos o trabalho desenvolvido por
Lawati et al. (2021). Neste trabalho foi desenvolvido um dispositivo em papel para
determinagdo de compostos fendlicos em alimentos, a superficie do papel foi funcionalizada
com uma estrutura metal-organica de cobalto-imidazol (CoMOF) que atuou como um
intensificador da reacdo quimiluminescente entre o peréxido de hidrogénio e o luminol. A
resposta do sistema foi proporcional a concentracdo de fendis, apresentando limites de
deteccao na faixa de 0,12 a 1,23 ug/mL para diferentes compostos fenolicos, como acido
galico e acido cafeicol™,

Usualmente, andlises quimiluminescentes dependem de lumindmetros comerciais e

tubos fotomultiplicadores (PMTs). Entretanto, com o desenvolvimento de novas tecnologias,

detectores pixelados que utilizam matrizes de fotodiodos para captar luz e produzir imagens
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de alta resolugdo, como sensores CCD, cameras digitais e smartphones, tém se destacado
como alternativas viaveis, acessiveis e eficientes para a detec¢do de sinais

quimiluminescentes por meio de imagens digitais!™.

2.3 Deteccio Baseada em Imagens Digitais
2.3.1 Fundamentos da Detecciio por Imagem Digital

A detec¢ao baseada em imagens digitais tem se destacado como uma ferramenta util
em andlises quimicas que envolvem variagdes Opticas, seja por mudancas de cor ou na
intensidade de sinais luminescentes. Essa abordagem oferece vantagens significativas, como a
simplicidade de uso, a facil integracdo com dispositivos de imagem portateis, como cameras,
smartphones € webcams, permitindo analises in situ.

Imagens digitais sdo representacdes numéricas bidimensionais formadas por uma
matriz de elementos denominados pixels. Cada pixel representa uma pequena unidade da
imagem e armazena informagdes especificas de uma determinada regido de interesse (ROI).
Com o uso de softwares de andlise de cor, esses dados podem ser processados
computacionalmente, permitindo sua conversdo em informagdes quantitativas por meio de
algoritmos e transformagdes matematicas!™,

Atualmente hd uma diversidade de softwares de analises de cores que podem ser
empregados em andlises quimicas e que se baseiam em diferentes sistemas de coordenadas de
cores, como por exemplo, RGB, CMYK, HSV, CIELab ou XYZ!®, Dentre esses, o sistema de
coordenadas RGB ¢ o mais empregado, sendo composto pelas cores primarias vermelho (red,
R), verde (green, G) e azul (blue, B). Cada cor no modelo RGB ¢ codificada por 8 bits,
totalizando 24 bits por pixel, o que permite representar 256 niveis de intensidade por canal.
Os valores variam de 0 a 255, sendo 0 a auséncia total da cor e 255 a intensidade maxima. O
sistema RGB ¢ classificado como aditivo, pois a combinagdo dos trés canais em intensidades

4[82.83]

maximas resulta na cor branc . A Figura 4 apresenta o diagrama de cores do sistema

RGB, incluindo suas cores secunddrias e o sistema de coordenadas correspondente.
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Pontos Cores Coordenadas

R Red (vermelho) 255,0,0

G Green (verde) 0,255,0

B Blue (azul) 0,0,255

Y | Yellow (amarelo) 255,255,0
M Magenta 255,0,255

C Cyan (ciano) 0,255,255
w White (branco) 255,255,255

Figura 4 — Diagrama de cores do sistema RGB

E importante destacar que, ao utilizar imagens digitais como estratégia de deteccfo,
diversos parametros relacionados a captura da imagem devem ser cuidadosamente
controlados, ja4 que podem influenciar diretamente os resultados obtidos. De acordo com o
estudo de Soares et al. (2023), fatores como distancia de captura da camera, condi¢des de
iluminacdo, abertura da lente, foco, tempo de exposi¢do entre outros, podem influenciar na
sensibilidade e precisdo das medigdes®.

Como mencionado anteriormente, o uso de imagens digitais como ferramenta de
deteccao apresenta grande potencial para diversas aplicacdes analiticas, devido ao seu bom
desempenho em andlises qualitativas e quantitativas. Essa abordagem se destaca em varias
areas, como andlises clinicas, por exemplo, na determinacdo de metadona (MET) em testes
rapidos®); analises de alimentos, como a quantificacdo de capsaicinoides em extratos de
pimental®¥; anélises farmacéuticas, para a determinagio de isoniazida em medicamentos®”; e

analises ambientais, na detec¢io de cloreto para avaliagdo da salinidade do solo®®®,
2.3.2 Deteccao Quimiluminescente baseada em Imagens Digitais

Dentre as aplicacdes analiticas das imagens digitais, destaca-se seu uso em
determinagdes quimiluminescentes, pela capacidade de registrar com precisdo variagdes na
intensidade luminosa geradas por reagdes quimicas. A integracdo de detectores de imagem a
quimiluminescéncia combina a sensibilidade da técnica com a praticidade e eficiéncia das
imagens digitais, resultando em uma plataforma analitica acessivel e economica.

Um dos trabalhos pioneiros nesse campo foi desenvolvido por Roda et al. (2014), que

propuseram um método para a determinacao de lactato em fluido oral e suor, baseado na
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oxidacdo enzimatica do analito catalisada pela L-lactato oxidase, com geragdo de peroxido de
hidrogénio, o qual ¢ posteriormente detectado por meio do sistema quimiluminescente
luminol/H:0O2/HRP, em que a HRP (peroxidase de raiz-forte) atua como catalisador da reacao.
A emissdo de luz foi captada por uma camera de smartphone, ¢ as imagens geradas foram
analisadas quantitativamente com o software de codigo aberto ImageJ. O método permitiu a
quantificagdo em menos de cinco minutos, alcancando limites de detec¢do de 0,5 mmol/L
para fluido oral e 0,1 mmol /L para suor, demonstrando desempenho analitico satisfatorio™.

Outra aplicagdo foi o estudo conduzido por Xing et al. (2020) no qual desenvolveram
um sensor baseado em dupla deteccdo para detec¢do colorimétrica e quimiluminescente, mas
ndo simultanea, para mapear a concentragao de flior em 4guas superficiais em Suzhou, China.
Nesse caso, foi desenvolvido um aplicativo proprio pelo grupo de pesquisa, capaz de realizar
as analises quimicas em campo e mapear a regido de interesse. A deteccdo quimiluminescente
foi baseada na rea¢do do perdxido de hidrogénio (H20:) com o sistema formado por BPEA
(9,10-bis(feniletinil)antraceno, atuando como fluoréforo), imidazol (como catalisador) e
CCPO (oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila), como reagente oxalato), resultando na emissao de
luz. O sistema apresentou desempenho analitico promissor, com limite de deteccdao de 98,32
nmol/L e faixa linear entre 0,1 e 20 umol/L (R? = 0,9854), evidenciando seu potencial para
aplicagdes ambientais baseadas em dispositivos portateis e detec¢do por imagens digitais®”.

O método de detec¢do quimiluminescente por imagens digitais também tem sido
aplicado em dispositivos de papel. Um exemplo ¢ o estudo desenvolvido por Kumar et al.
(2021), baseado na reagdo entre luminol/Co*'-H:0., cuja eficiéncia foi avaliada na detec¢do de
perdxido de hidrogénio no leite. A captura do sinal foi realizada por meio de um smartphone,
e a analise da intensidade foi feita com o software ImagelJ. Essa abordagem, apresentou ampla
faixa linear (50 nmol/L a 1 pumol/L) e baixo limite de detecg¢@o (35 nmol/L), além de reduzir o
consumo de amostras e reagentes’”',

Outra aplicagdo, foi o estudo desenvolvido por Sun et al. (2025) no qual
desenvolveram um dispositivo microfluidico de papel, cujo sistema integra a captura de
imagem via smartphone, o controle automatizado do processo de reacdo e analise de dados
por aplicativo. Utilizando imunoglobulina G (IgG) de coelho como modelo, a plataforma
alcangou limite de deteccdo de 62,4 pg/mL, superando métodos tradicionais como ELISA
colorimétrico. Além disso, a detec¢do da proteina tau, biomarcador da doenca de Alzheimer,
apresentou limite de deteccao de 26,1 pg/mL, abaixo do valor clinico de corte. Essa
tecnologia representa um avanco significativo para diagnodsticos no local de atendimento,

combinando alta sensibilidade, baixo custo e facilidade de uso!®*.
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A partir dos trabalhos apresentados, podemos notar a ampla aplicacdo da deteccdo
quimiluminescente utilizando imagens digitais como ferramenta analitica, oferecendo
vantagens importantes, como alta sensibilidade, seletividade e acessibilidade.

Contudo, ¢ importante destacar que, na maioria dos estudos, a detecgdo nao ocorre em
tempo real. Como a intensidade da quimiluminescéncia diminui com o avango da reagdo, ¢
necessario que a coleta de imagens seja feita em diferentes periodos de tempo a fim de
melhorar a precisdo da anélise, o que torna o processo mais complexo. Diante disso, nota-se a
necessidade do desenvolvimento de softwares especificos capazes de monitorar, em tempo
real e em intervalos curtos (milissegundos), a variacdo da intensidade luminosa emitida

durante a reagao.

2.4 Vitamina Bi2

A vitamina Bi2, também conhecida como cobalamina (CesHssCoN1:O1P), ¢ um
composto de coordenagdo que atua como micronutriente essencial ao organismo humano. E
encontrada predominantemente em alimentos de origem animal e frequentemente incluida em
suplementos alimentares ou formulagdes farmacéuticas. A vitamina Bi2 ¢ amplamente
utilizada no tratamento de anemia perniciosa e esta associada a reducdo do risco de doengas
cardiovasculares, uma vez que participa do metabolismo da homocisteina, contribuindo para a
diminuig¢do de seus niveis circulantes®!.

Esse composto de coordenacao possui um nucleo de corrina formado por quatro anéis
pirrélicos reduzidos que coordenam um atomo central de cobalto. Esse atomo metalico
encontra-se ligado axialmente a dois ligantes: na posi¢do a, o grupo 5,6-dimetilbenzimidazol,
coordenado ao cobalto por meio de um 4tomo de nitrogénio, ¢ na posi¢do B, um ligante
variavel (R), que pode ser CHs, H:O, CN™ ou OH’, originando as diferentes formas da
vitamina Bi2. Dentre essas, a cianocobalamina (R = CN°) destaca-se por sua maior

estabilidade quimica e ampla disponibilidade comercial®®). A Figura 5 representa as

variacgoes estruturais da cobalamina.
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R=

-CN Cianocobalamina
-CH, Metileobalamina
-H, Aguoccobalamina
-OH Hidroxicobalamina

Adenozileobalamina

Figura 5 — Estruturas quimicas da cobalamina, adaptado de Santos et al. (2023)"°

A determinacdo de vitamina Bi2 tem sido amplamente investigada na literatura,
envolvendo a aplicacdo de diversas técnicas analiticas em diferentes matrizes. Entre os
métodos mais empregados, destacam-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
frequentemente acoplada a detectores como espectrometria de massas, fluorescéncia, absor¢ao

P79 No entanto, essas técnicas geralmente

atdmica e detector de arranjo de diodos (DAD)
requerem instrumentagdo complexa, alto custo operacional e etapas extensas de preparo de
amostras. Nesse contexto, os métodos baseados em quimiluminescéncia t€ém se destacado
como alternativas analiticas atrativas, uma vez que oferecem alta sensibilidade, baixo sinal de
fundo e simplicidade instrumental, além de serem particularmente adequados para aplicagdes
em sistemas miniaturizados e dispositivos analiticos portateis.

Um exemplo foi o estudo desenvolvido por Dominguez-Romero et al. (2018) no qual
propuseram um sensor de fluxo quimioluminescente com superficie renovavel, utilizando
esferas com luminol imobilizado e um sistema multicomutado automatizado. Como prova de
conceito, a metodologia foi aplicada a determinacdo de vitamina Bi2 em amostras
farmacéuticas, alcangando um limite de deteccao de 0,5 pg/L e faixa linear de 1,7 a 50 pg/L,
além de apresentar concordancia com métodos de referéncia, como o ICP-MS!®],

Ja Lok et al. (2015) desenvolveram um sistema lab-on-chip baseado na reacao

luminol-perdxido, catalisado pelos ions Co(II) liberados da molécula de vitamina Bi2. O

dispositivo microfluidico opera em dois modos distintos: com ou sem pré-tratamento externo
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da amostra. Em ambos os modos, foram obtidas amplas faixas lineares (de 0,10 ng/mL a 10
pg/mL), baixos limites de detecgdo (até¢ 0,368 pg/mL) e tempos analiticos reduzidos (3,6 a 6
s). O sistema foi aplicado com sucesso a anélise de comprimidos nutricionais e gemas de ovo,

demonstrando sensibilidade, rapidez e baixo consumo de amostral'®!,

2.5 Captopril

O captopril, 1-[(2S)-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina, ¢ um farmaco que atua
como inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA). Seu uso ¢ amplamente difundido
no tratamento da hipertensdo arterial e da insuficiéncia cardiaca congestiva, uma vez que
promove a redugdo da resisténcia vascular periférica e, consequentemente, a diminui¢do da
102]

pressdo arterial!

Entre os métodos disponiveis para a determinacdo desse farmaco, destacam-se a

103] [104] 105]

titulagdo!'®!, fluorescéncial'®, espectrofotometria UV-Vis!'%), métodos colorimétricos!'’” e

quimiluminescentes!'*”,

Dentre essas abordagens, a determinagdo de captopril por
quimiluminescéncia tem se mostrado particularmente atrativa, em razdo de caracteristicas
como alta sensibilidade, baixos limites de deteccdo, ampla faixa linear, tempo de resposta
reduzido e a simplicidade instrumental envolvida.

O método desenvolvido por Rodrigues e Santos (2012) demonstra a aplicagdo da
quimiluminescéncia na determinacdo de captopril em formulagdes farmacéuticas. Para isso,
foi implementado um sistema de fluxo com multibombeamento (MPFS) totalmente
automatizado. A reacdo baseia-se no aumento da emissdao quimiluminescente do complexo
Ru(bpy)s*', que ¢ inicialmente oxidado por Ce(IV) a Ru(bpy):*" em meio 4cido, sendo
posteriormente reduzido pelo captopril. O método proposto apresentou faixa linear de
concentragdo entre 2 x 102 e 1,5 x 10" mmol/L (R = 0,9996, n = 6), com uma frequéncia
analitica de aproximadamente 58 determinagdes por hora e geragdao de 620 pL de residuos por
analise!'%®!,

O mesmo principio de detecgdo também pode ser aplicado a andlise de captopril em
fluidos bioldgicos, como a urina. Um exemplo disso ¢ o estudo realizado por Fu et al. (2017),
que utilizou um sistema de injecdo em fluxo com detec¢do por quimiluminescéncia (FI-CL).
A técnica se baseia na reagdo entre o sistema diperiodatoargentato(IIl) e acido sulfurico, cuja
emissdo de luz ¢ significativamente aumentada na presenca de captopril. Apresentou boa
seletividade, sensibilidade (limite de deteccdo de 0,05 ug/mL) e reprodutibilidade (RSD de

2,0% para 5 pg/mL), com resposta linear entre 0,3 e 15 pg/mL. Na analise de comprimidos e
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amostras de urina humana, apresentou recuperacdes entre 83,1% e 112,5%, e resultados
comparaveis aos obtidos por HPLC!%,

Por ultimo, tem-se o estudo desenvolvido por Lima et al. (2015), no qual foi proposto
um sistema de analise quimiluminescente em fluxo multicomutado para a determinacao de
captopril em formulagdes farmacéuticas. A técnica baseia-se na reacdo entre o captopril e o
hipoclorito. O hipoclorito excedente atua como oxidante do luminol, promovendo a emissao
de luz, como o captopril consome parte do hipoclorito, hdA uma supressdo do sinal
quimiluminescente proporcional a sua concentragdo. O sistema demonstrou alta sensibilidade
e precisdo, com limite de deteccdo de 2,0 umol/L, boa linearidade (R = 0,997) e rendimento

analitico de 164 determinagdes por hora!"'",

3. Materiais e Métodos

Esta se¢do descreve, de forma detalhada, os procedimentos utilizados para a confecgao
dos dispositivos analiticos em papel, dos sistemas automatizados para controle das reacdes
quimiluminescentes, dos aplicativos criados para a detec¢do colorimétrica por imagens

digitais, bem como os reagentes e solugdes preparadas para cada etapa dos ensaios analiticos.

3.1 Desenvolvimento dos Sistemas Analiticos
3.1.1 Confecciao dos PADs por Recorte Automatizado com Plotter

A confecgdo dos dispositivos analiticos baseados em papel (PADs) foi projetada para
atender as especificidades mecanicas de cada um dos dois equipamentos automatizados
desenvolvidos neste trabalho. Dessa forma, a geometria dos dispositivos foi adaptada para

permitir o acoplamento eficiente aos sistemas de gota suspensa e de imersao, respectivamente.
3.1.1.1 PAD para uso com Sistema de Gotas Suspensas

Inicialmente, para o processo de confeccao do PAD, foi realizada a montagem de uma
estrutura composta por trés camadas: uma folha de papel cromatografico (Whatman n° 1), um
adesivo dupla face e uma lamina de poliéster (transparéncia para impressoras a laser). Para
isso, uma camada de adesivo dupla face foi aplicada a superficie inferior do papel, sobre a

qual foi fixada a lamina de poliéster, conferindo maior rigidez e suporte fisico ao dispositivo.
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Essa etapa possibilitou a obtencdo de uma estrutura mais estavel, além de facilitar o manuseio
durante os procedimentos analiticos.

O dispositivo analitico foi confeccionado a partir de recortes realizados com o auxilio
de uma plotter de corte (Silhouette®), o que permitiu elevada precisao na definicdo das zonas
de trabalho, sendo esta etapa essencial para a delimitacdo das regides de detec¢dao sobre o
papel. O layout do dispositivo foi elaborado no software grafico Silhouette Studio®,
consistindo em oito zonas de aplicagcdo independentes (@ = 7mm), destinadas a deposicao do
analito ou do reagente. Com esse design, ¢ possivel confeccionar até trinta dispositivos
individuais a partir de uma Unica folha de papel cromatografico (20x20 cm), otimizando o uso
dos materiais e aumentando a produtividade do processo. A Figura 6 apresenta um esquema
representativo das etapas de confec¢do do dispositivo, desde a montagem das camadas até o
recorte final. E importante ressaltar que, apos a etapa de recorte (Figura 6(c)), é necessario
remover o excesso de papel. Essa remocao ¢ feita de forma simples e manual, destacando-se o
material excedente do dispositivo, de modo que restam apenas as zonas de detec¢do

circulares, conforme ilustrado na Figura 6(d).

__. Papel cromatografico (CHR 1 MM)

__ Adesivo dupla face
\ e .. Lamina de poliéster

N

b. Papel cromartografico (CHR 1 MM) aplicado sobre adesivo de dupla face e
lamina de poliéster

a. Design do dispositivo % 9
1

87 mm

. e oo c. Recorte na plotter de corte
d. Dispositivo finalizado p

Figura 6 — Esquema representativo das etapas de confeccdo do dispositivo contendo oito
zonas de detecgao circulares (2 = 7 mm).

3.1.1.2 PAD para Sistema de Imersio Automatizada

Para o segundo equipamento, que opera através da imersdo automatizada do

dispositivo na solugdo, foi desenvolvido um layout distinto. Foram avaliados dois tipos de
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papel: o papel cromatografico (Whatman n® 1) e o papel com adesivo acrilico aquoso
(PIMACO).

A confeccao dos dispositivos em papel cromatografico seguiu o protocolo de recorte
automatizado descrito anteriormente, dispensando o uso da lamina de poliéster, uma vez que a
estrutura foi fixada diretamente em um suporte rigido de poli(acido latico) (PLA)
confeccionado a partir de uma impressora 3D. De modo analogo, os dispositivos utilizando
papel adesivo também foram submetidos ao mesmo protocolo; contudo, devido as
propriedades adesivas agregadas a este substrato, o processo foi otimizado pela eliminacao da
etapa de montagem da estrutura em trés camadas.

O layout de ambos os dispositivos foi elaborado no software grafico Silhouette
Studio®, consistindo em tiras de papel (75 x 13 mm) que posteriormente, foram fixadas ao
suporte rigido de PLA. Na sequéncia, realizou-se a remoc¢ao manual do excesso de papel com
o auxilio de um bisturi, mantendo-se sobre o suporte apenas as zonas de detec¢do. A Figura 7
apresenta o dispositivo analitico de papel (PAD) desenvolvido para o sistema de imersdo

automatizado.

71,5 mm ,

51 mm

| ‘ I I ' 13 mm

5,2 mm

Figura 7 — Dispositivo a base de papel (PAD) para o sistema de imersdo automatizado.

3.1.2 Desenvolvimento dos sistemas automatizados de analise

Ambas os sistemas foram desenvolvidos com o objetivo de eliminar a interferéncia da

radiagdo externa e garantir condicdes controladas durante a captura das imagens
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quimiluminescentes. Elas foram confeccionadas a partir de uma impressora 3D (Creality K1),
utilizando filamento de PLA. Para isso, as estruturas foram previamente projetadas no
software open source Blender, de modo a integrar o dispositivo analitico a base de papel
(PAD) ao sistema de deteccdo por imagem digital via smartphone, garantindo o alinhamento
preciso e reprodutivel entre os componentes. Apesar da base construtiva comum, o design
interno de cada cabine foi customizado para atender a mecanica de cada sistema, como

descrito detalhadamente nos itens 3.1.2.1 € 3.1.2.2.
3.1.2.1 Sistema de Gotas Suspensas

Neste sistema, o design interno da cabine foi dimensionado para acomodar uma base
com dobradigas para suporte do dispositivo PAD. O design priorizou o alinhamento entre a
zona de deteccdo do papel e o ponto de formagdo da gota suspensa, permitindo que o
dispositivo se mova sem obstrugdes até o contato com o reagente €, a0 mesmo tempo,
posicione-se frente a cdmera do smartphone. A Figura 8 ilustra o modelo tridimensional do
projeto, com dimensdes externas de 100 X 70,2 x 115 mm, sendo constituido por oito

elementos principais, conforme detalhado na Tabela 1.

Figura 8 — Projeto 3D do sistema de gota suspensa.
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Tabela 1 — Descricdo dos componentes do dispositivo

Nimero do item

Componente

Descricao funcional

1.

Tampa Superior

Base Inferior

Servo Motor

Base Articulada com Dobradigas

Suporte para Posicionamento do
Dispositivo Analitico (PAD)

Entrada para as ponteiras da
micropipeta eletronica
multicanal.

Abertura Superior para Camera
do Smartphone

Modulo de circuito eletronico

Estrutura destinada a fixagdo do smartphone, contendo abertura circular de 10

mm de didmetro para alinhamento da cadmera e aquisi¢ao das imagens digitais.

Estrutura de sustentagdo da cabine, garantindo estabilidade mecanica e suporte a
todos os componentes do sistema.

Atuador linear integrado ao sistema, utilizado para promover a movimentacao
automatizada de componentes externos, como o suporte do dispositivo analitico.

Mecanismo de articulagdo mecanica que possibilita o ajuste angular e posicional
do suporte do dispositivo analitico, assegurando o contato adequado durante a
interacao entre o dispositivo de papel e os reagentes.

Responsavel pela fixacgao e alinhamento precisos do dispositivo analitico de
papel no interior da cabine, contribuindo para a reprodutibilidade na aquisi¢ao
das imagens.

Conjunto de oito aberturas laterais com didmetro interno de 3 mm, destinadas a
inser¢ao das ponteiras de uma micropipeta eletronica multicanal para adi¢do
simultanea das solugdes.

Abertura destinada ao enquadramento da cadmera do smartphone, permitindo a
captura adequada das imagens geradas durante o ensaio quimiluminescente.

Moédulo responsavel pelo controle do servo motor e pelo gerenciamento dos
demais componentes eletronicos do sistema.
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A Figura 9 ilustra o sistema em condi¢do operacional, com o PAD ja inserido no
suporte interno e a aplicagdo simultdnea dos reagentes sendo realizada pela micropipeta
eletronica multicanal. A partir dessa imagem ¢ possivel visualizar de forma integrada o
funcionamento do sistema durante a etapa de deteccdo. O dispositivo foi desenvolvido
visando simplicidade, portabilidade e eficiéncia na aquisi¢do dos sinais de emissdo

quimiluminescente, viabilizando andlises laboratoriais de baixo custo e boa precisao.

Figura 9 — Representagdo tridimensional do sistema de gota suspensa em condi¢do
operacional.

3.1.2.2 Sistema de Imersao Automatizada

Para este sistema, o design da cabine foi adaptado para comportar o reservatorio de
amostras/reagentes na regido interna. A estrutura foi modelada de forma a permitir o curso
completo do mdédulo de movimento linear durante os ciclos de imersao e elevagao do PAD,
garantindo tanto o contato direto das zonas de detec¢ao com a solugdo de interesse quanto o
posicionamento preciso necessario para a aquisicdo dos resultados ao longo do procedimento
de andlise. A Figura 10 apresenta o modelo tridimensional do projeto, com dimensdes
externas de 300 x 108 x 105 mm e ¢ constituida por sete elementos estruturais e funcionais,

descritos na Tabela 2.
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Figura 10 — Projeto 3D do sistema de imersdo automatizada. (a) Lado frontal; (b) Lado

posterior.
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Tabela 2 — Descricdo dos componentes do dispositivo

Nuamero
do item

Componente

Descriciao funcional

1.

Cabine de Analise

Mecanismo de Atuador
Linear

Suporte Removivel para
os Dispositivos
Analiticos (PADs)

Reservatorios de
Amostras/Reagentes

Modulo de circuito
eletronico

Suporte Removivel dos
Reservatorios de
Amostra/Reagente

Botdes de Ajustes
Manuais de Imersao e
Elevagao do PAD

Estrutura responsavel pelo isolamento da area de trabalho e pela criacdo de um ambiente
controlado para os ensaios. Possui abertura circular superior de 10 mm de diametro destinada ao
posicionamento ¢ alinhamento da camera para aquisi¢cao das imagens.

Sistema destinado a conversdo do movimento rotacional do mini motor de passos em
deslocamento vertical controlado. E constituido por mini motor de passos, engrenagem dentada
(pinhao), cremalheira e guia linear, assegurando posicionamento preciso do dispositivo analitico

de papel (PAD) durante as etapas de imersao e elevacao.

Componente acoplado a extremidade movel do mecanismo de atuador linear, responsavel pela
fixacdo, alinhamento e manuten¢ao da posi¢ao do PAD ao longo de todo o ciclo de
movimentagao vertical.

Conjunto de oito reservatorios cilindricos, cada um com 8 mm de diametro, 39 mm de altura e
capacidade volumétrica individual de 1 mL, destinados ao acondicionamento das solucdes de
amostra e reagentes.

Unidade eletronica responsavel pelo acionamento e controle do motor de passos, bem como pela
integragdo e gerenciamento dos demais componentes eletronicos do sistema.

Estrutura de apoio projetada para acomodar e posicionar de forma precisa os reservatorios de
amostra/reagente no interior da cabine, facilitando as operacdes de carregamento e
descarregamento das solugdes.

Dispositivos de interface manual conectados ao modulo de circuitos eletronicos, destinados ao
ajuste fino e ao controle manual da posi¢ao vertical do PAD.
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3.1.3 Circuitos Eletronicos
3.1.3.1 Sistema de Gotas Suspensas

O modulo de circuito eletronico desse sistema ¢ composto por um microcontrolador
denominado ESP-32, que possui conectividade Wi-Fi e Bluetooth integrada, permitindo a
comunicagdo sem fio com outros dispositivos. A escolha da ESP-32 se deve a sua capacidade
de processamento eficiente, versatilidade e baixo custo, caracteristicas ideais para aplicagdes
em sistemas analiticos portateis. No sistema desenvolvido, o microcontrolador ¢ responsavel
por enviar sinais do tipo PWM (modulagao por largura de pulso) ao servo motor, controlando
a movimentacdo angular do suporte onde o dispositivo analitico a base de papel esta
localizado.

De forma geral, o microcontrolador recebe os comandos enviados via Bluetooth por
meio do aplicativo desenvolvido pelo grupo de pesquisa e, em seguida, transmite esses sinais
ao servo motor. Quando a posi¢do desejada ¢ atingida, o motor trava automaticamente,
garantindo que o suporte permaneca estdvel durante o processo de leitura quimiluminescente.
Essa automacdo permite maior reprodutibilidade e padronizacao das analises, além de reduzir
a interferéncia manual no processo. A Figura 11 apresenta um diagrama representativo do

sistema de controle.

90°

£ A180°

o QD =

£ Ajustes Bluatosth

Blugtaoth (

PWM

Fanes de owido

ESP32 Servo Motor

Figura 11 — Diagrama de controle do servo motor via ESP-32 utilizando sinal PWM

3.1.2.2 Sistema de Imersao Automatizada

O modulo de circuito eletronico desse sistema foi desenvolvido com base no
microcontrolador Arduino Uno, selecionado devido a sua robustez e facilidade de integragao.

Esse microcontrolador ¢ responsavel pelo gerenciamento do mini motor de passos unipolar
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28BYJ-48 (5V), bem como pelo processamento dos comandos recebidos tanto do aplicativo
moével quanto dos botdes de operacdo manual incorporados ao equipamento.

Para o acionamento do motor de passos, foi empregado um driver baseado no circuito
integrado ULN2003, conectado ao Arduino Uno. Esse driver € responsavel por converter os
sinais elétricos sequenciais gerados pelo microcontrolador nos pulsos necessarios para definir
a velocidade, o sentido de rota¢do e o numero de passos executados pelo motor. Esse arranjo
garante o controle preciso do posicionamento do suporte do PAD durante as etapas de imersao
nos reservatorios de amostra.

Além do controle automatizado, o sistema conta com botdes de ajuste manual, os quais
possibilitam ao operador realizar corre¢des finas na posicdo vertical do suporte. Essa
funcionalidade ¢ particularmente util durante o alinhamento inicial do dispositivo,
possibilitando movimentos controlados de imersao e elevagao.

Para viabilizar o controle remoto via aplicativo, o sistema incorpora um moédulo
Bluetooth HC-05, conectado ao Arduino Uno. Esse modulo recebe os comandos enviados
pelo aplicativo desenvolvido pelo grupo de pesquisa e os transmite ao microcontrolador, que
0s converte nos sinais necessarios para o acionamento do motor de passos. Essa comunicagao
sem fio possibilita o acionamento, a parada e o deslocamento programado do suporte,

promovendo maior automacao e padronizagdo do procedimento analitico.
3.1.4 Aplicativo Moével para Aquisicao de Dados

O grupo de pesquisa LIAMA desenvolveu um aplicativo em linguagem Java,
compativel com o sistema Android®, com a finalidade de controlar os instrumentos e permitir
a aquisicdo dos sinais emitidos pelo analito por meio da deteccdo baseada em imagens
digitais. Os dados sdo coletados em tempo real por um smartphone (Samsung Galaxy J2),
plotados, armazenados e disponibilizados para andlises posteriores.

Além da aquisi¢do dos sinais, o aplicativo ¢ responsavel pelo controle dos sistemas de
acionamento dos dois equipamentos desenvolvidos. A comunicagao ¢ realizada via Bluetooth,
estabelecendo interface direta com o microcontrolador ESP-32 e, no caso do sistema baseado
em Arduino Uno, com o modulo Bluetooth HC-05 acoplado ao microcontrolador. Esse
arranjo permite o acionamento e a desativagdo do servo motor ou do motor de passos,
assegurando o funcionamento adequado de ambos os dispositivos a partir de uma unica

plataforma de software.
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A interface do aplicativo ¢ ilustrada na Figura 12. Na interface inicial (Figura 12a), ¢
solicitada a conexdo via Bluetooth com o sistema analitico. Apds o estabelecimento da
conexao, a interface de aquisi¢cdo (Figura 12b) exibe a imagem do dispositivo em tempo real,
acompanhada de oito amostradores circulares, permitindo a extragdo dos valores das
componentes R (vermelho), G (verde) e B (azul) para cada zona de deteccao.

Nessa mesma interface, o usuario pode configurar pardmetros como a posi¢do € o
tamanho dos amostradores (SSZ), o numero de leituras (MEAS) e ajustes relacionados a
captura de imagem, incluindo balango de branco (AWB), tempo de exposicao (EXP) e
sensibilidade a luz (ISO). Esses recursos proporcionam uma melhor adaptagdo das imagens as
caracteristicas do dispositivo analitico, garantindo maior controle na aquisi¢ao dos sinais.

Apds o posicionamento dos amostradores RGB, a defini¢do dos parametros de leitura
e o ajuste das configuracdes de imagem, o analista pode iniciar a analise. Ao iniciar a analise,
a terceira interface do aplicativo ¢ ativada (Figura 12C) e um comando ¢ transmitido via
Bluetooth ao microcontrolador responsavel pelo acionamento mecanico de cada equipamento.

No sistema baseado em gotas suspensas, o comando ¢ enviado ao ESP-32, que aciona
o servo motor responsavel pelo deslocamento do suporte contendo o PAD, permitindo o
contato com os reagentes suspensos sob a forma de gotas nas ponteiras de uma micropipeta
eletronica multicanal.

No sistema de imersdo automatizado, o comando ¢é transmitido ao modulo HC-05
conectado ao Arduino Uno, que aciona o motor de passos responsavel pela movimentagao do
PAD nos reservatorios de amostras. Em ambos os sistemas, ao término da aquisi¢ao, os dados

sdo automaticamente registrados e armazenados em arquivos de texto (.txt).

40



a)

Select A Pairing Device “

iPhone da Let
F4:0E:01:04:D6:41

DESKTOP-TOL19FG
98:83:89:E1:25:49

ISRAEL
08:65:18:00:BF:E1

PAPER
10:06:1C:80:A5:D6

POCO F4
D8:32:E3.BE:6C.74

0
2
[+]
o
©
=
17}
=]
E
-

L I S S - |

Figura 12 — Interfaces do aplicativo movel para o sistema de gotas suspensas. (a) interface de
pareamento via Bluetooth; (b) interface principal contendo: (1) regido de aquisi¢ao dos dados
em tempo real com os amostradores; (2) regido de ajuste dos parametros de imagem, (3)
regido de ajuste dos parametros de leitura e por fim, (¢) interface exibida apds a medida, onde

(4) € o grafico de resposta gerado a partir dos dados adquiridos em tempo real.

Para o sistema de imersdo automatizado, foi realizada uma modificagdo no formato
dos amostradores de RGB. Diferentemente do sistema de elevagdo por gotas suspensas, no
qual foram empregados amostradores circulares, o novo arranjo passou a utilizar
amostradores retangulares, em fun¢do da mudanca na geometria dos dispositivos analiticos
em papel e do modo de operacdo baseado em imersdo. A interface do aplicativo apds essa
modificacdo ¢ apresentada na Figura 13.

O formato retangular foi adotado visando otimizar a captura do sinal luminoso,
proporcionando maior area efetiva de coleta e melhor alinhamento com o campo de visdo da
camera, o que resultou na melhoria da reprodutibilidade do sinal quimiluminescente no

sistema de imersao automatizado.
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Figura 13 — Interface do aplicativo apds a modificacdo do formato dos amostradores de
RGB. (a) interface principal; (b) monitoramento do maximo da resposta quimiluminescente
do analito ao longo do tempo, evidenciando a maior area efetiva de coleta do sinal; e (c)
interface final da medida, contendo o grafico da resposta analitica obtido a partir dos dados

adquiridos em tempo real.

3.2 Validacao dos Sistemas Analiticos

Para avaliar a eficiéncia dos sistemas analiticos desenvolvidos, foram realizadas

determinagdes de vitamina B12 em solugdes injetaveis e de captopril em comprimidos.
3.2.1 Prova conceito na determinaciao Vitamina B12

Para a vitamina B2, a estratégia baseou-se em uma reagdo quimiluminescente entre
perdxido de hidrogénio e luminol em meio basico, que resulta na formagdo de 3-aminoftalato
em estado excitado, responsavel pela emissdo de luz. Nessa reagdo, o ion Co(Il) presente na
estrutura da vitamina Bi2 atua como catalisador. De modo que, quanto maior a concentracao
do ion Co(Il) nessa reac¢do, maior € a intensidade do sinal quimiluminescente gerado, estando
diretamente relacionada a concentragdo de vitamina Bi2!"'"l, Esse principio possibilita a

determinagdo indireta da vitamina Bi2 por meio da intensidade da emissdo luminosa
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registrada. O mecanismo da reagdo quimiluminescente do luminol pelo perdxido catalisado

por ion metalico foi descrito por Sulaiman e colaboradores e esta representado na Figura 14.

NH, 5
NH, o NH, o
*
WH H.O Base (o} O
1,0, Co — hv
NH -
Q O
o
o]
Luminol 3-amino-ftalato 3-amino-ftalato
(5-amino-2,3-di-hidro-1,4-ftalazinediona) (estado eletronicamente excitado) (estado fundamental)

Figura 14 — Mecanismo para a reacdo quimiluminescente do luminol. Adaptado de:

Sulaiman, 20191,
3.2.2 Prova conceito na determina¢iao Captopril

J& a determinacdo de captopril em comprimidos baseou-se no efeito de supressdao do
sinal de luminescéncia da reacdo entre luminol e hipoclorito de calcio em meio bésico. Esse
processo ocorre em duas etapas: na primeira, o captopril, que contém um grupo tiol (-SH),
reage com o hipoclorito, reduzindo a concentracao do oxidante disponivel no meio.

Na etapa seguinte, o hipoclorito remanescente oxida o luminol, gerando uma espécie
excitada que, ao retornar ao estado fundamental, emite radiacdo visivel. No entanto, como
parte do oxidante foi consumido pelo captopril, o sinal luminoso gerado é suprimido!''?!,
Assim, o captopril atua como um “analito interferente”, provocando uma redugdo da
intensidade de emissdo luminosa proporcional ao aumento de sua concentragao. O mecanismo

da reagdo quimiluminescente esta representado na Figura 15.
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Figura 15 — Mecanismo de oxidacdo do captopril pelo hipoclorito (1) e mecanismo de

quimiluminescéncia do luminol na presenca de hipoclorito (2).

3.3 Reagentes e Solucdes
3.3.1 Determinacio de Vitamina B12
3.3.1.1 Solucoes Estoque

Todas as solugdes foram preparadas com dgua desmineralizada por osmose reversa e
reagentes de grau analitico com as concentragdes e/ou pureza indicados a seguir:

Para a determinagdo de Vitamina Bi2, preparou-se uma solu¢do de Luminol 0,3%
(m/v) (Aldrich, 99%) dissolvendo-se 0,03 g do reagente em 10 mL de hidroxido de potéssio
0,4 mol/L (KOH) (Vetec, 98%). A mistura foi adicionada uma aliquota de 80 pL de peroxido
de hidrogénio a 35% (m/v) para atuar como agente oxidante.

As solugdes padrao de Co(II) (Dindmica, 1000 mg L"), com concentragdes variando
entre 0,1 e 0,5 mg/L, foram obtidas por dilui¢do adequada da solugdo estoque em tampao
acetato 0,1 mol/L (pH 5,0). Para o preparo do tampao acetato, dissolveram-se 0,86 g de
acetato de sodio trihidratado (Vetec, 99%) em 80 mL de dgua deionizada. O pH foi ajustado
para 5,0 por adicdo gradual de 4cido acético glacial (37%) (Synth, 99,7%), sob
monitoramento com pHmetro. A solucao foi transferida para baldo volumétrico de 100,0 mL e

teve seu volume completado com agua.
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3.3.1.2 Preparo da Amostra

No sistema proposto, a extracdo do ion Co(Il) presente na vitamina Bi2 ocorreu por
meio do processo de digestdo acida realizada em frascos Savillex, os quais oferecem elevada
resisténcia a acidos fortes e a altas temperaturas, além de minimizarem o risco de
contaminacdo da amostra. Nesse processo, adicionam-se inicialmente 1 mL das solugdes
concentradas de perdxido de hidrogénio (H:0:, 35% m/v) e acido nitrico (HNOs, Synth, 65%
m/v) a aproximadamente 0,8 mL da solugdo injetavel comercial de vitamina Bi2. Em seguida,
a mistura ¢ aquecida em chapa aquecedora a 150 °C por 2 horas, promovendo a decomposi¢ao
da matriz organica e a libera¢do do ion Co*". A Figura 16 ilustra a mudanca de coloragdo da
amostra ao longo do processo; a completa auséncia de cor ao final indica a digestdo total do

conteudo organico, marcando a finalizacao da extra¢do do ion Co(II).

Figura 16 — Amostra de vitamina Bi2: (a) antes da acidificagdo, (b) durante o processo de

digestdo acida e (c) apos a digestao finalizada.
3.3.2 Determinacio de Captopril
3.3.2.1 Solucdes Estoque

Todas as solucdes foram preparadas com dgua desmineralizada por osmose reversa €
reagentes de grau analitico com as concentragdes e/ou pureza indicados a seguir:

Para a determinagdo de Captopril, preparou-se uma solugdo de Luminol 0,3% (m/v)
(Aldrich, 99%) dissolvendo-se 0,03 g do reagente em 10 mL de de tampdo
carbonato/bicarbonato 0,1 mol/L (pH 11). Para o preparo do tampao carbonato/bicarbonato
0,1 mol/L (pH 11), pesaram-se 6,9 g de carbonato de potassio (Carlo Erba, 99%), os quais
foram dissolvidos em 400 mL de agua deionizada. O pH da solugdo foi ajustado para 11,00
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com adi¢do controlada de &cido cloridrico concentrado (Synth — solugdo 37% m/m),
utilizando-se um pHmetro. A solugdo foi transferida para baldo volumétrico de 500,0 mL e
completou-se o volume com agua.

Para o sistema de gota suspensa assistido por elevacdo, a solucdo estoque de
hipoclorito de calcio (Ca(OCl)2) de 500 mg/L foi preparada dissolvendo-se 0,025 g do
reagente (Synth, 40% m/m) em 50 mL de tampao carbonato (pH 11,00). A partir dessa
solucdo, obteve-se uma concentracao final de 35 mg/L de hipoclorito de calcio por diluigao
adequada em baldes volumétricos de 5 mL. Para o sistema de imersdao automatizado, o
preparo da solucdo-estoque foi idéntico; contudo, a concentragdo final empregada foi de 30
mg/L, obtida igualmente por dilui¢cdo adequada em baldes volumétricos de 5 mL

Paralelamente, a solu¢do estoque de captopril (500 mg/L) foi preparada pela
dissolu¢do da massa adequada do padrdo do analito (Sigma, 98%) em uma solucdo obtida
pela adi¢do gradual de HCI a dgua desmineralizada por osmose reversa, procedendo-se ao
ajuste do pH para 5,0 mediante monitoramento continuo com um pHmetro.

As solugdes utilizadas na andlise foram preparadas com base na reacdo de oxidagdo
entre o hipoclorito e o captopril. Para isso, a concentracao de captopril foi ajustada entre 0,0 e
16,5 mg/L pela adicdo de volumes variados da solugdo estoque de captopril a cada baldo,
completando-se o volume com tampao carbonato (pH 11), conforme descrito na Tabela 3 para
os sistemas desenvolvidos. Destaca-se, que tanto as solugdes estoque de hipoclorito de calcio
quanto as solugdes empregadas na analise foram preparadas diariamente devido a rapida
decomposicao dos reagentes. Além disso, a reagdo prévia entre o captopril e o hipoclorito foi

realizada diretamente nos baldes volumétricos.

Tabela 3 - Volumes das solucdes estoque de hipoclorito de célcio (500 mg/L) e de captopril
(500 mg/L) adicionados a baldes volumétricos de 5,0 mL para o preparo das solugdes de

andlise para os sistemas desenvolvidos.

Concentracao de 0 3 6 9 10,5 12 13,5 15 16,5
Captopril (mg/L)
Ca(0OCl):2 350 350 350 350 350 350 350 350 350

(35 mg/L) uL uL puL puL uL puL puL puL uL

Soluc¢ido Estoque 0 30 60uL 90puL 105 120 135 150 165
de Captopril pL pL pL puL puL puL
(500 mg/L)




3.3.2.2 Preparo da Amostra

Para o preparo das amostras farmacé€uticas nos sistemas propostos, vinte comprimidos
para cada uma das marcas avaliadas foram inicialmente pesados e pulverizados. Em seguida,
uma por¢ao do pd correspondente a massa média dos comprimidos foi transferida para um
erlenmeyer de 125 mL, ao qual se adicionaram 25 mL da solucgdo 4cida ajustada com HCI a
pH 5,00. A mistura foi submetida a sonicacdo por 15 minutos. Posteriormente, a solucao
resultante foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e avolumada até a marca com a
mesma solucao acida.

De acordo com o método de referéncia descrito na Farmacopeia Brasileira, 6* edi¢ao, a
determinag@o de captopril baseia-se em uma titulagdo iodimétrica. No presente trabalho, esse
procedimento foi adaptado para uma titulagdo coulométrica a corrente constante, na qual o
iodo ¢ gerado eletroquimicamente. Para o preparo da amostra, aproximadamente vinte
comprimidos foram pesados e pulverizados, sendo entdo transferida uma massa equivalente a
massa média dos comprimidos. A dissolu¢do desse material foi realizada de modo a obter, ao
final, uma solucdo-estoque de captopril com concentragdao de 1.000 mg/L. A partir dessa
solucdo estoque, aliquotas de 5 mL foram transferidas para um mini béquer (10 mL), as quais
foram adicionados 5 mL de solugdo de iodeto de potassio 1 mol/L. A mistura resultante foi
entdo submetida ao procedimento coulométrico, no qual a geracdo eletrolitica de iodo e seu

consumo pela oxida¢do do captopril foram monitorados até o ponto final da reagao!'¥.
3.3.2.3 Processo de Revestimento do Papel com Silica e Luminol

Para o procedimento de determinacdo de captopril no sistema de gotas suspensas, foi
avaliado um processo de revestimento da superficie do dispositivo de papel. Em cada zona de
detec¢do do dispositivo, foram aplicados 10 pL. de uma suspensdo contendo 20% (m/v) de
silica (Macherey-Nagel, 98%) e 0,3% (m/v) de luminol (Aldrich, 99%). Os reagentes foram
previamente adicionados ao tampao carbonato 0,1 mol/L (pH 11), completando-se o volume

final para 10 mL. Em seguida, os dispositivos foram secos em estufa a 60 °C por 10 minutos.

3.3.2.4 Processo de Oxidacao das Fibras de Celulose e Revestimento com

Luminol

Para o procedimento de determinacdo de captopril no sistema de imersao
automatizada, tornou-se necessario oxidar previamente as fibras de celulose do substrato, uma

vez que sua reatividade com o hipoclorito de cdlcio competia com o analito, resultando na
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redu¢do do sinal quimiluminescente. Inicialmente, os PADs foram imersos em solug¢do de
perdxido de hidrogénio 10 volumes (30 mg/mL) por 5 minutos, sendo posteriormente secos
em estufa a 45 °C por 10 minutos. Em seguida, os dispositivos foram imersos em solucao de
luminol a 0,3% (m/v) por 5 minutos e novamente submetidos a secagem em estufa a 45 °C.
Ap0s essas etapas de oxidacdo e revestimento, os PADs encontram-se prontos para uso nas

analises.

3.4 Procedimento de Leitura
3.4.1 Sistema de Gotas Suspensas

Para a determinagdo de vitamina Bi2, as solugdes das amostras e dos padrdes foram
aplicadas nas zonas de detec¢do dos dispositivos de papel com o auxilio de uma micropipeta,
sendo transferidos 4,0 pL da solucdo de Co(Il) para cada spot. Apos a aplicagdo, a secagem
das solugdes foi realizada com o auxilio de um secador de cabelo. Em seguida, o dispositivo

foi fixado no suporte para a realizacdo das leituras (Figura 17).

Figura 17 — Aplicacao da solu¢ao de Co(Il) no dispositivo de papel com o auxilio de uma

micropipeta.

Finalizada esta etapa, o suporte ¢ devidamente encaixado a base com dobradicas
(Figura 18(a)) e os parametros de imagem sao devidamente configurados no aplicativo para a
realizagdo das leituras. Apds a configuragdo dos parametros de imagem, os amostradores de
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cor do aplicativo sdo posicionados manualmente sobre cada zona de detec¢do contendo a
amostra ou o padrdo para que a coleta de dados possa ser iniciada (Figura 18(b)). Finalizado
os ajustes, 10 pL da solucao de luminol 0,3% (m/v) ¢ aspirada para cada uma das ponteiras de
uma micropipeta multicanal automatica (Kasvi) e suspensas no interior do sistema analitico
para posterior transferéncia para as zonas de detecgdo do PAD, quando a quimiluminescéncia

¢ monitorada (Figura 19).

Figura 18 — (a) Suporte com PAD encaixado na base com dobradicas. (b) Interface do app

com os amostradores posicionados sobre os spots do PAD.
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Figura 19 — Montagem do sistema analitico

Para a determinagdo de captopril, o procedimento de andlise ¢ similar ao empregado
na quantificacdo da vitamina Biz. Entretanto, nesse caso, o dispositivo de papel, previamente
revestido com a solugdo de luminol e silica, foi fixado no suporte, o qual se encaixa a base por
meio de dobradicas. Em seguida, os parametros de imagem foram configurados e os
amostradores posicionados sobre as respectivas zonas de deteccdo. Apos os ajustes, cerca de
10 uLL das solugdes contendo hipoclorito de calcio (35 mg/L) e captopril foram aplicados as
zonas de deteccdo, promovendo a reagcdo quimiluminescente. A emissdo gerada foi
monitorada em tempo real por meio de um smartphone, sendo o sinal analitico registrado
automaticamente na interface do aplicativo desenvolvido, permitindo a visualizagdo imediata

dos dados pelo analista.
3.4.2 Sistema de Imersao Automatizada

Para a determinacgdo de captopril, o suporte removivel contendo os PADs previamente
tratados com peroxido de hidrogénio foi inicialmente acoplado ao atuador linear, conforme
ilustrado na Figura 20(a). Em seguida, aproximadamente 450 pL das solugdes de amostras ¢
dos padroes foram transferidos para os respectivos reservatorios de analise (vials), os quais

foram posicionados no interior do sistema (Figura 20(b)). Apds o carregamento dos
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reservatorios, a cabine de andlise foi inserida de modo a isolar completamente a regido

interna, garantindo condigdes controladas para a deteccdo quimiluminescente.
-

Figura 20 — (a) Suporte removivel contendo o PAD previamente tratado acoplado ao atuador
linear. (b) Reservatorios de amostra e padrdo posicionados no interior do sistema apos a

adicao das solugoes.

Na sequéncia, os parametros de aquisicdo de imagem foram configurados no
aplicativo desenvolvido, e os amostradores de cor foram posicionados sobre as regides de
detec¢do para permitir a coleta continua dos dados (Figura 21). Finalizado o ajuste das
configuragdes, iniciou-se o procedimento analitico, onde os PADs foram imersos
simultaneamente nas solugdes de padrdo e de amostra pelo mecanismo de imersdo
automatizado, enquanto a emissdo quimiluminescente resultante foi monitorada em tempo

real pelo sistema de captura de imagens.
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Figura 21 — Montagem do sistema analitico de Imersdo Automatizada

4. Resultados e Discussao

Nesta se¢do sdo apresentados os resultados obtidos para a determinacdo de vitamina
B2 e captopril empregando dois sistemas analiticos desenvolvidos neste trabalho, com foco
na avaliagdo da aplicabilidade dessas plataformas como prova de conceito para determinagdes
analiticas.

O sistema de gotas suspensas apresentou desempenho adequado para a determinagdo
de vitamina B2, permitindo a obtencdo de parametros analiticos satisfatorios. Entretanto, sua
aplicacdo a determinagdo de captopril exigiu o recobrimento da superficie do papel com uma
suspensdo de silica/luminol, o que resultou em baixa reprodutibilidade. Mesmo apds a
aplicagdo da técnica de dip coating, essa limitagdo inviabilizou a validacdo do método para
esse analito.

Em fun¢do dessas limitacdes, o sistema foi reformulado, resultando no

desenvolvimento de um sistema de imersdo automatizado, projetado especificamente para a
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determina¢do de captopril. Esse novo arranjo possibilitou o estabelecimento de uma
metodologia reprodutivel, permitindo a validacdo completa do método.

O sistema de imersdo automatizado também foi avaliado de forma preliminar para a
determinagdo de vitamina Bi:;, sendo realizados ensaios de linearidade e precisdo. Esses
resultados devem ser considerados como avaliagdes iniciais, uma vez que a validag¢do

completa para esse analito ndo foi conduzida no escopo deste estudo.

4.1 Otimizac¢ao dos Parametros de Imagem

Considerando que a radiagdo emitida na reagdo quimiluminescente do luminol ocorre
predominantemente na regido azul do espectro visivel (A = 425 nm), a componente B (blue)
do sistema RGB foi selecionada para a aquisicdo dos sinais analiticos. A resposta registrada
pelo aplicativo baseia-se na variacdo da altura do pico de emissdo ao longo do tempo,
diretamente relacionada a concentragao do analito.

Para otimizar a sensibilidade do sinal monitorado pela camera do smartphone durante
a determinag@o da vitamina B e do captopril, os parametros de imagem foram ajustados da
seguinte forma: ISO (sensibilidade do sensor a luz) e focus (foco da imagem) foram
configurados no valor maximo permitido pelo sistema, com o objetivo de maximizar a
detec¢dao da emissdo luminosa; a exposicao (EXP) foi ajustada para 64% do valor maximo,
equilibrando intensidade do sinal e minimizacdo de ruidos; e o size (tamanho dos
amostradores (SSZ)) foi definido em 40% do valor méximo, visando otimizar a taxa de
processamento dos dados sem comprometer a qualidade da detecgao.

E importante destacar que, ao se tratar de sistemas que utilizam a detecg¢io baseada em
imagens digitais para capta¢do de radiagdo visivel em um fundo escuro, como ocorre na
quimiluminescéncia, o ideal seria utilizar o tempo de exposi¢do em sua capacidade méaxima
permitida pelo sistema. No entanto, isso nao ¢ empregado porque a taxa de processamento de
dados pode ser comprometida, prejudicando a eficiéncia da detec¢do. Neste caso, o intervalo
entre uma leitura de RGB e outra aumenta significativamente de modo que o registro de um
pico passa a ser composto por um nimero menor de pontos, ndo acompanhando a variagdo da
emissao luminosa com o tempo.

A partir das configuragdes de imagem previamente estabelecidas, foram realizados
ensaios preliminares com o objetivo de definir a faixa de concentracdo adequada para os
analitos. Para isso, determinou-se a concentragdo maxima de Co(Il) (relacionado a
determinagdo de vitamina Bi:) e de hipoclorito de célcio (utilizado na determinacdo de

captopril) que poderia ser detectada pelo aplicativo sem causar satura¢ao do sinal analitico.
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Considerando que, em sistemas de aquisi¢do baseados em imagens digitais, o valor maximo
da escala RGB ¢ de 255 unidades arbitrarias, foram selecionadas concentragdes que gerassem
respostas abaixo de 200 unidades, evitando distor¢des decorrentes de saturacao do sinal. Para
a vitamina Bi:, observou-se saturacao do sinal analitico a partir de 1,6 mg/L de Co(Il),

enquanto para o hipoclorito de céalcio a saturagdo foi identificada a partir de 50 mg/L.

4.2 Determinacio de Vitamina B:
4.2.1 Sistema de Gotas Suspensas
4.2.1.1 Planejamento e Otimizacao Experimental

Para avaliar a influéncia de variaveis na intensidade da emissdao quimiluminescente do
luminol, foi adotado um planejamento fatorial do tipo 23, 0 que possibilitou a obtencdo de

melhores figuras de mérito além de evitar gastos excessivos de reagentes. Na determinacao de
vitamina B2, foram selecionados trés fatores principais com potencial impacto na intensidade
do sinal quimiluminescente, cada um avaliado em dois niveis (superior e inferior), totalizando
8 combinagdes experimentais. Cada condi¢do experimental foi repetida 8 vezes, resultando
em um total de 64 resultados individuais.

A matriz do planejamento seguiu o modelo classico de planejamentos 2¥, no qual os
niveis dos fatores sdo representados por sinais algébricos (+) para o nivel superior e (—) para o
nivel inferior. A Tabela 4 apresenta os fatores avaliados, bem como a definicdo dos niveis
utilizados no planejamento experimental.

Tabela 4 - Fatores avaliados e Defini¢ao dos niveis utilizados no planejamento experimental.

[Luminol] (% m/v) [H202] (% m/v) [KOH] (mol/L)
0,1 - 0,18 - 0,2 -
0,3 + 0,28 + 0,4 +

A avaliagdo dos fatores pré-selecionados foi realizada utilizando uma solugdo padrao
de 0,3 mg/L de Co(Il), de modo que a intensidade do sinal quimiluminescente foi adotada
como sendo a resposta do planejamento proposto. Todas as solugdes empregadas foram
preparadas no mesmo dia da execugdo dos ensaios. Os experimentos foram realizados de
forma aleatoria, a uma temperatura de 24°C, no intervalo de 30 minutos. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resultados do planejamento fatorial 2°. R, representam as respostas da enésima repeti¢do; L, P e K correspondem as concentragdes
de luminol, peréxido de hidrogénio (H,0,) e hidréxido de potassio (KOH), respectivamente. Apresentam-se também os valores da média, desvio

padrao e coeficiente de variagdao (CV) para cada ensaio.

Ensaios Ordem L P K R1 R2 R3 R4 Rs R R~ Rs Média Desvio Cv
™M) Padrao (S) (%)

1 4° — — — 39,0 36,31 36,31 34,74 34,09 27,83 2391 22,49 31,84 6,22 19,55
2 7° + - - 46,49 52,26 45,09 59,66 54,74 56,74 58,43 59,94 54,17 5,78 10,67
3 1° — + - 1757 25,51 25,63 22,17 2791 18,34 8,77 12,26 19,77 6,80 34,39
4 6° + + - 3523 42,51 4343 4194 43,771 43,60 36,51 42,86 41,23 3,37 8,18
5 3° — — + 56,91 56,74 61,69 57,46 59,00 59,43 60,06 65,69 59,62 2,97 4,99
6 2° + — + 58,60 61,31 60,60 58,09 54,69 72,37 58,69 58,54 60,36 5,23 8,67
7 8° — + + 41,26 59,77 53,51 51,74 44,51 40,23 41,00 43,74 46,97 7,17 15,26
8 5° + + + 67,09 81,43 49,51 80,20 72,66 66,60 64,74 64,86 68,39 10,10 14,78
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A partir dos dados experimentais da Tabela 5, foram determinados os efeitos principais

e as interagdes entre os fatores avaliados. Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6 - Efeitos principais e interagdes estimados no planejamento fatorial 2°, com

intervalos de confianga a 95% calculados usando erro padrao de 3,16% e t.tico de 2,004.

Valor Erro Padrao (%) Intervalo de Confianc¢a (95%)

Média 47,79 +0,79 47,79 +£ 6,33

Efeitos Principais:

L (Luminol) 22,08 +3,16 22,08 + 6,33
P (H,0,) —7.41 +3,16 -7,41 £6,33
K (KOH) 16,48 +3,16 16,48 + 6,33

Interacoes de dois fatores:

LP 5,10 +3,16 5,10+ 6,33
LK —5,41 +3,16 —5,41 £6,33
PK 4,95 +3,16 4,95+ 6,33

Interacoes de trés fatores:

LPK 5,39 + 3,16 5,39+ 6,33

A andlise dos efeitos estimados no planejamento fatorial, revelou que os fatores
principais L, P e K (concentragdes de luminol, perdxido e hidréoxido de potassio,
respectivamente) influenciam significativamente a resposta do sistema, o que estd de acordo
com os intervalos de confianga a 95%, que nao incluem o zero para esses trés efeitos,
indicando sua relevancia estatistica.

Por outro lado, as interagdes entre dois e trés fatores ndo mostraram significancia
estatistica a 95% de confianga. Dessa forma, dentro das condi¢des avaliadas, os efeitos
principais sdo os que mais impactam a resposta do sistema, enquanto as interacdes possuem
influéncia menos relevante.

Portanto, com base nesses efeitos e visando a maximizacdo da resposta, foi

selecionado o ensaio 8 (contendo 0,28% m/v de perdxido de hidrogénio, 0,4 mol/L de KOH e
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0,3% m/v de luminol) para dar prosseguimento aos estudos, pois essa combinagdo apresentou
a maior média de resposta (68,39 u.a) entre os ensaios avaliados, como apresentado pela

Figura 22.

—
1
n

Intensidade do Sinal
Quimilummescente (u.a)
| 70,00
| — 63,63
3 | — 57,25
— 20,33
— 44 .50
— 338,13
~ 31,75
— 15,38
19,00

Figura 22 — Interpretagio geométrica dos efeitos em um planejamento fatorial 2°, cujas

esferas indicam os valores médios das respostas nos diferentes ensaios avaliados.

4.2.1.2 Efeito de adicoes sucessivas de analito nas zonas de deteccio (estratégia de

pré-concentrac¢ao)

Realizou-se um ensaio para avaliar o volume de solugdo de analito (Co(Il)) a ser
adicionado as zonas de deteccdo do dispositivo a base de papel, com o objetivo de verificar
sua influéncia na intensidade da emissdo luminescente. Para isso, realizou-se aplicagdes
sucessivas de 4,0 uL de uma solugdo padrao de Co(Il) com concentragao de 0,1 mg/L em
cada uma das 8 zonas de deteccdo, seguidos da secagem com o auxilio de um secador e
reaplicagdo do volume de solucdo. Em outras palavras, efetuou-se um aciimulo crescente de
Co(II) em cada zona, no qual a primeira zona recebeu uma unica aplicacdo de 4,0 uL e a
oitava recebeu oito aplicagdes de 4,0 pL totalizando 32 uL.

A Figura 23 apresenta os dados obtidos, onde relacionou-se a intensidade do sinal
quimiluminescente com o volume acumulado da solucdo de cobalto aplicado em cada zona de

deteccgao.
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Figura 23 — Efeito do volume total da solu¢do padrdo de Co(II) (0,1 mg/L) sobre a

intensidade do sinal quimiluminescente. *Adicionado em incrementos de 4 pL.

Os resultados demonstraram que houve um aumento progressivo da intensidade do
sinal de acordo com o aumento do volume de cobalto, até o ponto onde se foi observado um
patamar de saturacdo a partir de aproximadamente 16 pL o que indica que os incrementos
adicionais dessa solucao ndo resultaram em aumentos significativos da intensidade do sinal
quimiluminescente e que o sistema atingiu o limite maximo de resposta sob as condigdes
avaliadas. Esse estudo também demonstrou a viabilidade de se realizar etapas de pré -
concentragdo no dispositivo baseado em papel (PAD), o que é vantajoso quando se tem como

objetivo determinar baixas concentragdes do analito.
4.2.1.3 Desempenho Analitico

A Figura 24 apresenta os picos correspondentes as concentracdes dos padrdes de
Co(Il) utilizados na constru¢dao da curva analitica e que foram obtidos simultaneamente em

um mesmo PAD. Como mencionado anteriormente, as alturas dos picos referentes a
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componente B do sistema RGB foram empregadas para a constru¢do das curvas analiticas

devido a maior sensibilidade para essa componente.

Faixa de concentracéo trabalhada em Co*"
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Figura 24 - Resposta da componente B (u.a.) em fun¢do do tempo (s). A altura

maxima é usada como sinal analitico.

A linearidade do método foi avaliada por meio do calculo do coeficiente de
determinagdo (R?), obtido a partir da curva analitica construida na faixa de concentracio de
0,1 a 0,5 mg/L. O valor obtido para o coeficiente de determinacdo foi de R? = 0,9702,
indicando que hd uma resposta linear, mesmo com padrdes em baixas concentracoes (< 0,5
mg/L).

Com o objetivo de melhorar a linearidade da curva, foi realizada uma transformacao
matematica dos dados experimentais, no qual os valores das alturas dos picos foram elevados
ao quadrado (S?). Essa transformagdo resultou em uma melhora no coeficiente de
determinagdo (R? = 0,9989), mostrando-se vantajoso para compensar pequenas variagdes
instrumentais e aprimorar a robustez estatistica da calibracdo. A Figura 25 apresenta a curva

analitica antes e ap0Os o ajuste matematico, referente a determinagao do ion Co(II).
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Figura 25 - Curva analitica antes (a) e apos (b) o ajuste matematico para determinacdo de ion

Co (II).

Para estimar o limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacao (LQ), foi adotado o
procedimento recomendado por J.C. Miller e J. N. Miller (1993). Devido ao uso da detecgao

por imagens digitais para medidas quimiluminométricas, escolheu-se uma abordagem que
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relaciona o desvio padrdo dos residuos do sinal analitico (S,) com a concentragio estimada
y

para o limite de deteccdo (yLD). A Equagdo 1, apresenta a formula empregada para

determinar o desvio padrao dos residuos da curva analitica:

20, -y,)
s = V= (M

A
Onde vy, indica os sinais analiticos para cada padrao, Y, sdo os sinais estimados pela

equagdo da regressao e n os numeros de pontos da curva. A Tabela 7, apresenta os valores de

sinal obtidos e estimados pela equacdo de regressao apresentada na Figura 25b.

Tabela 7 - Valores de sinal obtidos e estimados pela equagdo de regressdo apresentada na

Figura 24b.

Concentragio de Co** Sinal Medido (u.a) Sinal Estimado (u.a)
(mg/L)
0,1 1747,24 1404,16
0,2 9781,21 10156,14
0,3 18468,81 18908,13
0,4 28291,24 27660,12
0,5 36252,16 36412,11

O valor obtido para o desvio padrdo dos residuos da curva analitica foi de 540,2 u.a.
Substituindo esse valor na Equagdo 2, onde b ¢ o intercepto da reta, obteve-se o sinal
estimado para a concentragdo do LD, sendo o limite de deteccao de 0,018 mg/L estimado pelo

uso de yLD na equagdo da reta da Figura 24(b).

yLD = b + (3xS,) 2)

y

O limite de quantificagdo (LQ) foi obtido de maneira similar, através da Equacdo 3,

cujo valor foi de 0,062 mg/L. Os resultados obtidos se mostraram compativeis com a faixa
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linear avaliada (0,1-0,5 mg/L), demonstrando que o sistema ¢ capaz de identificar baixas

concentragdes do analito através de uma estratégia simples.

yLQ = b + (10xS,) 3)

Para avaliar a precisdo do método proposto, foi realizado um ensaio de repetibilidade
no qual 4,0 uLL da solugdo padrao de Co(II), com concentracao de 0,3 mg/L, foram aplicados
nas oito zonas de detec¢do do dispositivo em papel (PAD), os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 26. O desvio padrdo relativo (DPR) das alturas dos picos foi de 4,5%,
indicando uma boa precisdo do sistema. Esse valor demonstra que a precisao ¢ adequada para
fins de quantificacdo, considerando-se fatores como a aplicacdo manual dos reagentes em

volumes reduzidos e a variabilidade na formagao dos spots.
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Figura 26 - Ensaio de repetibilidade da resposta da componente B (u.a.) em fun¢do do tempo

(s) para uma solugdo padrao de Co(Il) a 0,3 mg/L.
Para avaliar a exatiddo do método, foram analisadas 5 formula¢des farmacéuticas

comerciais de solucdo injetavel de vitamina Bi2, sendo os resultados comparados com os

valores contidos na bula.
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Conforme mencionado anteriormente, trata-se de um método de quantificagdo indireta,
uma vez que a determinagdo ¢ realizada com base no ion cobalto presente na molécula de
vitamina Bi2. Para que seja possivel correlacionar os resultados obtidos para o Co(Il) com a
quantidade de vitamina Bi2, utiliza-se um fator de conversao igual a 4,35 x 1072, derivado da
razao entre as massas molares do cobalto (58,93 g/mol) e da vitamina B12 (1355,37 g/mol).

As amostras A e B correspondem a medicamentos de uso veterindrio, enquanto as
amostras C, D ¢ E sdo destinadas ao uso humano. Os valores das concentragdes das amostras
foram calculados a partir da equagdo da reta de suas respectivas curvas analiticas, os
resultados para a concentra¢do de vitamina Bi12 nas amostras comerciais e as concentragdes

obtidas pelo instrumento proposto e o erro relativo sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores da concentragcdo de vitamina Bi2 nas amostras comerciais e obtidas pelo

instrumento proposto.

Amostra  Concentracio de vitamina Concentracio de vitamina B12 Erro
B12 no rétulo (mg/L) obtida pelo instrumento proposto relativo (Er)
(mg/L)
A 750 862,29 + 113,28 14,97%
B 1000 900,69 + 92,60 -9,93%
C 2000 2025,46 +£179,91 0,93%
D 5000 4196,33 £225,23 -16,07%
E 5000 4687,0 + 1219,21 -6,26%

Conforme apresentado, erros relativos menores do que 15 % foram determinados para
todas as amostras estudadas e um teste t ao nivel de 95 % de confianca indicou ndo haver
diferengas significativas entre os valores determinados pelo método proposto e o rotulo dos
medicamentos para as amostras A, C ¢ E, demonstrando uma exatiddo satisfatéria para o

mesmo.
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4.2.2 Sistema de Imersao Automatizado
4.2.2.1 Desempenho Analitico

Foi realizada uma avaliagao preliminar de desempenho analitico desse sistema para a
determinagdo de vitamina Bi2, com o objetivo de investigar sua aplicabilidade a esse analito.
Nessa etapa, o estudo foi conduzido com foco na avaliagdo da linearidade e da precisdo, uma
vez que a validagdo completa do método ndo pode ser realizada no escopo do presente
trabalho. A Figura 27 apresenta os picos correspondentes as concentragdes dos padrdes de

Co(II) utilizados na construcao da curva analitica.
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Figura 27 - Faixa linear da resposta analitica da componente B (u.a.) em fungdo do

tempo (s), empregada na etapa de quantificagao.

A partir dos dados experimentais, foi construida a curva de calibragdo, a qual
apresentou comportamento linear na faixa de concentragdo de 0,05 a 0,25 mg/L. A curva foi
elaborada com base nas alturas dos picos de emissdo luminosa, sendo aplicada uma
transformagao matematica aos dados experimentais, na qual os valores das alturas dos picos
foram elevados ao quadrado (S?). Essa transformacao resultou em uma melhora significativa

do coeficiente de determinagdo (R? = 0,9982), indicando a obtencdo de uma resposta linear
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mesmo para padrdes em baixas concentragdes (< 0,05 mg/L). A Figura 28 apresenta a curva

analitica apos o ajuste, referente a determinacao do ion Co(I).
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Figura 28 - Curva analitica ap0s o ajuste matematico para determinacdo de ion Co(II).

A precisdo do método foi avaliada por meio de ensaios de repetibilidade, realizados
sob as mesmas condigdes experimentais. Foram analisadas solu¢des padrdo de Co(Il) nas
concentragdes de 0,075 e 0,25 mg/L, cujos resultados sdo apresentados na Figura 29. Os
valores de desvio padrdo relativo (DPR) das alturas dos picos foram de 10,45% e 3,66%,
respectivamente, indicando boa estabilidade do sinal e reprodutibilidade adequada do

equipamento para a determinagdo de vitamina Bi2.
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Figura 29 - Ensaio de repetibilidade da resposta da componente B (u.a.) em fung¢do do tempo

(s) para as solucdes padroes de 0,075 e 0,25 mg/L de Co(II).

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacao (LQ) foram estimados conforme
o procedimento proposto por Miller e Miller (1993), utilizando o desvio padrao dos residuos e
o intercepto da curva de calibragdo. As equagdes empregadas encontram-se descritas na Se¢ao
4.2.3. Os valores obtidos foram de 0,032 mg/L para o LD e 0,108 mg/L para o LQ, indicando
que o sistema apresenta sensibilidade adequada para a andlise de vitamina Bi2 em
formulagdes injetaveis.

Ressalta-se que, apesar dos resultados promissores obtidos para linearidade e precisdo,
a avaliacdo da exatidao ndo foi realizada, o que impede a validacdo completa do método para
esse analito, no sistema de imersdao. Dessa forma, os resultados apresentados sao uma
avaliacdo inicial do desempenho analitico, indicando o potencial desse sistema para a

determinagao de vitamina Bia.

66



4.3 Determinac¢io de Captopril
4.3.1 Sistema de Gotas Suspensas

4.3.1.1 Influéncia da Modificacdo da Superficie com Silica sobre a Intensidade do

Sinal

Nessa etapa, observou-se que, para se obter um sinal quimiluminescente estavel e
detectavel a partir da reagdo entre hipoclorito de calcio e luminol diretamente no papel, era
necessario empregar concentragdes muito elevadas de hipoclorito. Consequentemente,
também eram exigidas concentra¢des elevadas de captopril para suprimir o sinal emitido pelo
branco, o que representa uma limitagdo para a sensibilidade do método. A Figura 30,
apresenta as respostas as diferentes concentracdes de hipoclorito de célcio aplicadas ao

dispositivo de papel sem modificacao.
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Figura 30 - Resposta da componente B (u.a.) em fun¢do do tempo (s) no dispositivo de Papel

sem adicdo de silica.

Diante disso, investigou-se a possibilidade de revestir a superficie do dispositivo de
papel com luminol e silica, com o objetivo de melhorar a sensibilidade. Essa escolha
baseou-se em estudos como os de Wang et al. (2015) e Zhang et al. (2012), que demonstraram

ganhos expressivos em sensibilidade e limites de quantificagdo ao utilizarem papel revestido
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com silica para andlise por espectrometria de massa por pulverizacdo de papel (PS-MS),
voltada a determinagdo de pesticidas em leite e de farmacos terapéuticos em gotas de sangue
seco (DBS), respectivamentel!!>!1,

Com base nesses estudos, aplicou-se essa estratégia ao contexto da
quimiluminescéncia em papel, com o intuito de melhorar a retencdo dos reagentes na
superficie, aumentar a intensidade do sinal e aprimorar o desempenho analitico do dispositivo.

Por se tratar de um estudo preliminar, decidiu-se revestir a superficie do papel com
silica gel para cromatografia em camada delgada devido a sua ampla disponibilidade, baixo
custo e facilidade de aplicagdo. A Figura 31 apresenta os resultados obtidos apds a
funcionalizacdo da superficie do papel com luminol e silica, confirmando que essa
modificagdo promove um aumento significativo na detectabilidade do método, onde o sinal
obtido para a detec¢dao de 30 mg/L de hipoclorito (225 u.a. Figura 31) ¢ cerca de 5,62 vezes

maior que aquele obtido sem uso da silica (40 u.a. Figura 30).
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Figura 31 - Resposta da componente B (u.a.) em funcdo do tempo (s) no dispositivo de papel

com adicao de silica.
4.3.1.2 Influéncia da Massa de Silica Depositada nas Zonas de Deteccio

Realizou-se um ensaio para avaliar a influéncia da massa de silica a ser adicionada a

zona de deteccao do dispositivo a base de papel sobre a intensidade da emissao luminescente.
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Utilizou-se uma suspensdo de silica com concentracdo de 20% (m/v), na qual foram
realizadas aplicacdes sucessivas de 10 pL. em cada uma das oito zonas de detec¢do. Apos cada
aplicagdo, o dispositivo foi levado a estufa por 10 minutos a 55 °C para secagem. Dessa
forma, a massa total acumulada em cada zona variou de 0,2 a 1,6 mg, conforme o nimero de
aplicacdes realizadas. Finalizada essa etapa, foram adicionados 10 uL de uma solugdo de
luminol a 0,3% (m/v) em cada zona de deteccdo, seguida de nova secagem em estufa nas
mesmas condigoes.

Para avaliar a influéncia da adicao de silica na intensidade do sinal quimiluminescente,
uma solu¢do de hipoclorito de célcio (30 mg/L) foi aplicada sobre os dispositivos durante o
procedimento analitico. A Figura 32 apresenta os dados obtidos, nos quais se relaciona a
intensidade do sinal quimiluminescente com a massa de silica acumulada em cada zona de
deteccao.
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Figura 32 - Efeito da massa de silica adicionada na intensidade do sinal quimiluminescente.

Observa-se que o aumento gradual da massa de silica aplicada nas zonas de detec¢do
promove um incremento na intensidade do sinal quimiluminescente. O recobrimento da
superficie do papel com silica promove alteragdes significativas nas propriedades
fisico-quimicas da zona de detecgdo, principalmente devido ao aumento da area superficial

especifica, que favorece a interagdo e adsor¢cdo do analito, bem como dos reagentes
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envolvidos na reagdo quimiluminescente. No entanto, a partir da adi¢do de aproximadamente
0,8 mg de silica, ndo se verifica um aumento significativo na resposta. Esse comportamento
indica que incrementos adicionais da suspensdo de silica ndo resultam em ganhos relevantes
na intensidade do sinal, sugerindo que o sistema atinge um limite méximo de resposta sob as
condigoes avaliadas.

A fim de observar o efeito da quantidade de silica aplicada na superficie do papel,
foram obtidas imagens do dispositivo ap6s a adi¢ao de 0,2; 0,4 e 0,8 mg de silica com um

microscopio Optico USB. Essas imagens estdo representadas na Figura 33.

Figura 33 - Imagens da superficie do papel funcionalizado com silica onde: (a) corresponde

ao papel sem adi¢do de silica, (b) a adi¢do de 0,2 mg, (c) a 0,4 mg e (d) a 0,8 mg.

Nota-se que o aumento da massa de silica resulta em uma cobertura progressivamente
mais espessa da superficie do papel. Entretanto, para quantidades mais elevadas, observa-se
um acumulo visivel de material, principalmente nas bordas da zona de deteccao,
comportamento atribuido ao efeito coffee-ring durante o processo de secagem da suspensio.
Esse fenomeno indica uma possivel saturacdo da superficie, levando a formagdao de uma
camada heterogénea. Tal heterogeneidade pode comprometer a uniformidade da reagdo
quimiluminescente, afetando tanto a reprodutibilidade quanto a detectabilidade do sinal.
Considerando esses aspectos, uma massa de 0,4 mg de silica foi selecionada como condi¢ao
Otima para a continuidade dos estudos, por proporcionar um recobrimento adequado da

superficie sem prejuizo a homogeneidade do sistema.
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4.3.1.3 Desempenho Analitico

A Figura 34 apresenta os sinais quimiluminescentes obtidos para as diferentes
concentracdes dos padrdes de captopril utilizados na constru¢do da curva analitica. Como
mencionado anteriormente, essa curva foi baseada no efeito de supressao provocado pelo

captopril na reacdo quimiluminescente entre o hipoclorito de célcio e o luminol.
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Figura 34 - Faixa linear da resposta analitica da componente B (u.a.) em fung¢do do tempo (s),

empregada na etapa de quantificagdo de captopril.

A linearidade desse sistema foi avaliada de forma preliminar por meio da constru¢do de uma
curva analitica na faixa de concentracao de 3 a 15 mg/L de captopril. A curva, apresentada na
Figura 35, foi obtida a partir da diferenga entre as alturas dos picos de emissdo

quimiluminescente das solugdes padrao e do branco, utilizando-se a componente B do sistema

RGB.
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Figura 35 - Curva analitica para a determinacdo de captopril, baseada na resposta da
componente B (u.a.), com comportamento linear na faixa de 3 a 15 mg/L e coeficiente de

determinagao R? = 0,999.

O coeficiente de determinagdo obtido (R* = 0,999) evidencia que, sob condi¢des
experimentais especificas, o sistema apresentou resposta linear ao analito. Entretanto, apesar
do elevado ajuste linear observado, ndo foi possivel reproduzir essa curva analitica de forma
consistente. Mesmo apo6s a realizagdo de multiplos ensaios independentes, a reprodutibilidade
do sinal nao foi alcancada em nivel adequado para permitir a aplicacdo do método na analise
de amostras. Diferentes estratégias foram avaliadas com o objetivo de melhorar a estabilidade
e a reprodutibilidade do sistema, incluindo ajustes no protocolo experimental e a aplicacao da
técnica de dip coating para o recobrimento do substrato.

Adicionalmente, observou-se que o pré-tratamento do papel com perdxido de
hidrogénio, em substituigdo a deposicdo de silica, resultou em aumento da resposta
quimiluminescente em baixas concentracdes de hipoclorito. Apesar desse ganho de sinal, a
reprodutibilidade necessaria para a quantificacao analitica ndo foi alcangada, inviabilizando a
valida¢ao do método.

Dessa forma, embora o sistema de elevagdo por gotas suspensas tenha apresentado
comportamento promissor em condi¢des controladas, suas limitagdes operacionais impediram

sua aplicacdo em analises quantitativas de captopril.
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4.3.2 Sistema de Imersao Automatizada

4.3.2.1 Influéncia da Oxidacdo das Fibras de Celulose com peréxido de

hidrogénio

Nessa etapa, avaliou-se como o pré-tratamento oxidativo das fibras de celulose
influencia a intensidade do sinal quimiluminescente da reag¢do entre luminol e Ca(OCl).. Em
substratos nao tratados, grupos hidroxila e outras espécies redutoras presentes na matriz do
papel podem consumir parte do hipoclorito ou gerar intermediarios reativos, reduzindo a
eficiéncia da reacdo e, consequentemente, a sensibilidade do método!''”. A Figura 36 mostra
os resultados obtidos apos mergulhar o papel apenas em agua (controle) e apds o tratamento
oxidativo (mergulho em solu¢do de peréxido de hidrogénio), evidenciando que a oxidagdo
prévia da superficie promove um aumento significativo na detectabilidade do sinal analitico

para uma mesma concentragdo de hipoclorito.
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Figura 36 - Resposta da componente B (u.a.) em fun¢do do tempo (s), obtida no ensaio sobre

a influéncia do tratamento pré-oxidativo do dispositivo analitico de papel.

Apesar da reducdo observada no desvio padrdo relativo (RSD) apds o pré-tratamento
oxidativo, a comparagao isolada desse parametro pode ser influenciada pelo aumento do sinal
analitico médio. Assim, a avaliagdo da precisdo foi realizada por meio da comparagdo dos
desvios padrao absolutos utilizando o teste F, ao nivel de confianga de 95%. O valor de F
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calculado (1,75) foi inferior ao valor critico tabelado (3,79), indicando que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre as varidncias dos conjuntos de dados. Dessa forma,
conclui-se que o pré-tratamento oxidativo promove aumento da resposta quimiluminescente,

sem alterar significativamente a precisao do sistema analitico.
4.3.2.2 Influéncia do Substrato de Papel no Desempenho Analitico do Dispositivo

Nessa etapa, avaliou-se a influéncia do tipo de substrato na resposta analitica do
dispositivo, comparando-se o desempenho do papel cromatografico e do papel adesivo. A
Figura 37 apresenta os resultados obtidos, evidenciando que ambos os materiais forneceram
sinais quimiluminescentes proximos, considerando as alturas dos picos, mas com dareas
maiores para os picos obtidos com o papel adesivo, mostrando que, de alguma maneira, esse
suporte leva a uma luminescéncia mais duradoura que aquela obtida com o papel

cromatografico, o que pode ser considerado um fator positivo para a detec¢ao do sinal.

250
- Concentragédo Trabalhada de Ca(OCI), - 35 mg/L
g Papel Adesivo RSD(%): 6,69 n=8
EE 200 - Papel Cromatografico RSD(%): 7,93 n=8
2
[
o
& 150 -
o
£
o)
o
I 100 -
I
(72}
o]
@
$  50-
x

0 -
T I T T 1
0 20 40 60 80
Tempo (s)

Figura 37 - Resposta da componente B (u.a.) em fungdo do tempo (s), obtida no ensaio sobre

a influéncia do substrato de papel no desempenho analitico.

Em termos das alturas dos picos, o papel adesivo apresentou desempenho levemente
superior, exibindo maior intensidade média (208,5 u.a.) em comparagdo ao papel

cromatografico (197,4 u.a.), o que sugere maior eficiéncia como suporte para a reagao
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quimiluminescente entre luminol e Ca(OCl):. Ao comparar as variancias associadas aos dois
conjuntos de dados por meio do teste F, ao nivel de confianca de 95%, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre as variancias. Em seguida, aplicou-se o teste t de
Student, também ao nivel de confianca de 95%, o qual indicou que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre as respostas médias obtidas com os dois tipos de substrato.
Esses resultados demonstram que, nas condigdes avaliadas, o tipo de papel ndo exerce
influéncia significativa sobre a resposta analitica do dispositivo, permitindo a utilizagcdo de
ambos os substratos sem prejuizo ao desempenho analitico.

Além do desempenho analitico comparavel, o papel adesivo apresenta custo
significativamente inferior ao do papel cromatografico, contribuindo para a reducdo dos
custos de fabricacdo dos dispositivos. Dessa forma, esse substrato foi selecionado para dar

continuidade aos estudos de desempenho analitico do sistema proposto.

4.3.2.3 Influéncia da Velocidade de Imersio no Desempenho Analitico do

Dispositivo

Nessa etapa, investigou-se a influéncia da velocidade de imersdo do PAD sobre a
resposta quimiluminescente. Diferentes velocidades de imersdo, variando de 1 a 15 mm/s,
foram investigadas, utilizando-se uma concentracdo de 35 mg/L de Ca(OCl):, no qual todas as
medidas foram realizadas em oito replicatas. A Figura 38 apresenta a relacdo entre a altura do
pico do sinal quimiluminescente e a velocidade aplicada.
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Figura 38 — Influéncia da velocidade de imersdao (mm/s) sobre a intensidade do sinal

quimiluminescente.
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A partir do grafico, observa-se que o aumento da velocidade de imersdo do PAD
promove um incremento na resposta quimiluminescente, especialmente no intervalo entre 1 e
5 mm/s, onde ocorre o maior ganho de sinal. Entretanto, acima dessa velocidade, a curva
passa a apresentar tendéncia a saturacdo, com aumentos progressivamente menores na altura
dos picos. Esse comportamento indica que, acima desse limite, o aumento da velocidade deixa
de contribuir de forma significativa na eficiéncia da reacdo. Assim, velocidades proximas de 5

mm/s foram consideradas adequadas, sendo adotadas nas etapas subsequentes do estudo.

4.3.2.4 Avaliacao da linearidade do sistema luminol/Ca(OCl): sob condicoes

otimizadas

Apoés a definicdo das condi¢cdes experimentais otimizadas, avaliou-se o
comportamento da resposta quimiluminescente do sistema em fun¢do da concentragdo do
agente oxidante. Essa etapa teve como objetivo caracterizar a sensibilidade e a linearidade do
método sob as condig¢des selecionadas. A Figura 39 apresenta a relacdo entre a altura dos
picos quimiluminescentes e a concentragdo de hipoclorito na faixa de 10 a 35 mg/L, no qual

todas as medidas foram realizadas em triplicatas.

2604 o Dados Experimentais

y =5,797x + 47,698
R?=0,995

240 +

N

N

o
1

N

o

o
1

-

[0}

o
1

160

Altura dos Picos

140

120

100

80 T T T T T T T y T T T
10 15 20 25 30 35

[OCI] (mg/L)

Figura 39 — Relacdo entre a intensidade do sinal quimiluminescente e a concentra¢do de

hipoclorito de célcio no sistema luminol/Ca(OCl)s.

Observa-se um comportamento linear bem definido, com coeficiente de determinagao

de R? = 0,995, evidenciando que, nas condi¢des estudadas, o sistema responde de forma
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proporcional ao aumento da concentragdo do oxidante. Esse resultado confirma que as
otimizagdes previamente adotadas resultaram em um sistema sensivel e reprodutivel, sendo
capaz de quantificar pequenas variagdes na concentracdo do reagente.

A partir dessa avaliagdo, definiu-se a concentragdo de hipoclorito de calcio a ser
empregada nos ensaios de supressdo, sendo selecionada a concentragdo de 35 mg/L por
apresentar elevada intensidade de sinal sem saturacdo, e situar-se na regido linear de resposta
do sistema.

Dessa forma, qualquer variacdo do sinal quimiluminescente observada posteriormente
na presenca do captopril pode ser atribuida, de maneira confiavel, ao efeito de supressdo da
reag¢do luminol/hipoclorito promovido pelo analito, e ndo a limitagdes do sistema reacional ou
da plataforma de deteccao. Portanto, a avaliacao da resposta quimiluminescente em funcao da
concentracdo do hipoclorito confirma a adequacdo do sistema desenvolvido e valida sua

aplicacdo na determinag¢do indireta de captopril.
4.3.3 Desempenho Analitico

A Figura 40 apresenta a curva analitica obtida para a determinagdo indireta de
captopril, construida a partir da relacdo entre a altura dos picos quimiluminescentes e a
concentracdo do analito na faixa de 12,0 a 19,5 mg/L.

Faixa de Concentragéao de Captopril

] 19,5 mg/L
— 160 1 ——18mg/L
© 1 ——16,5mg/L
> — 15 mg/L
= 1404 13,5 mg/L
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o ]
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Figura 40 - Faixa linear da resposta analitica da componente B (u.a.) em funcao do tempo (s),

empregada na etapa de quantificagao de captopril.
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A curva, apresentada na Figura 41, foi elaborada com base na diferenca entre as
alturas dos picos de emissdo luminosa das amostras/padroes e do branco, extraidas da
componente B do sistema RGB. O valor obtido para o coeficiente de determinagdo foi R* =
0,994, o que indica linearidade apropriada da resposta analitica, mesmo em concentragdes

relativamente baixas (<20 mg/L), todas as medidas foram realizadas em triplicatas.

® Dados Experimentais
y =13,597x - 130,441
R2=0,994

140

120

100

80

Altura dos Picos

60

40

20

11 . 12 13 14 15 16 . 1I7 | 18 19 20 .

[Captopril] (mg/L)
Figura 41 - Curva analitica para a determinacdo de captopril, baseada na resposta da
componente B (u.a.), com comportamento linear na faixa de 12 a 19,5 mg/L e coeficiente de

determinagdo (R?) de 0,994.

Além disso, os desvios experimentais relativamente baixos, representados pelas barras
de erro, indicam boa repetibilidade das medidas ao longo da faixa de concentracio estudada.
Assim, os resultados demonstram que o sistema desenvolvido apresenta desempenho analitico
satisfatorio, sendo adequado para a quantificacdo indireta de captopril em amostras, com
sensibilidade e linearidade compativeis com aplica¢des analiticas.

Para estimar o limite de detec¢do (LD) e o limite de quantificagdo (LQ), foi adotado o
procedimento recomendado por J.C. Miller e J. N. Miller (1993). Com base nos valores

obtidos para o desvio padrdo dos residuos (S, = 5,16) e para o intercepto da curva de
y

calibragdo (b = - 130,44), aplicou-se a Equagdo 2, descrita na secdo 4.2.3, obtendo-se um
limite de detecgdo de 1,14 mg/L.
De forma analoga, por meio da Equacdo 3, também apresentada na mesma secao,

determinou-se o limite de quantificacdo, cujo valor foi de 3,80 mg/L. A partir desses
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resultados, conclui-se que o sistema ¢ capaz de identificar baixas concentragdes do analito que
atendem a analise de comprimidos.

Entretanto, apesar dos valores calculados indicarem sensibilidade adequada do
método, experimentalmente a menor concentracao avaliada com resposta analitica confiavel
foi de 12 mg/LL de captopril. Dessa forma, observa-se uma discrepancia entre os limites
teoricos estimados e o desempenho experimental do sistema, evidenciando que fatores
associados as caracteristicas intrinsecas da reacdo quimiluminescente envolvida, cuja
eficiéncia depende fortemente das condigdes reacionais e apresenta elevada sensibilidade a
pequenas variacdes experimentais limitam a aplica¢do pratica do método em concentragdes
inferiores as experimentalmente observadas.

Para avaliar a precisao do método proposto, foram realizados ensaios de repetibilidade.
Inicialmente, investigou-se a estabilidade do sistema analitico, isto €, a variagdo do sinal
quimiluminescente na auséncia do analito (captopril). Nesse ensaio, o dispositivo analitico em
papel (PAD) foi imerso em solugdes padrao de hipoclorito de calcio a 35 mg/L (solucdo em
branco), sendo obtido um desvio padrao relativo (DPR) de 6,69% para as alturas dos picos,
indicando boa estabilidade do sistema nas condi¢des experimentais adotadas.

Em seguida, avaliou-se a repetibilidade da resposta na presenga do analito. Para isso,
os PADs pré tratados com peroxido de hidrogénio foram imersos em solucdes contendo 35
mg/L de hipoclorito de célcio e diferentes concentragdes de captopril (10,5; 15,0 e 16,5
mg/L), representativas das regides baixa, intermediaria e alta do intervalo linear do método.
Os resultados obtidos, apresentados na Figura 42, evidenciaram valores de DPR de 8,50%,
5,64% e 11,59%, respectivamente. Esses resultados demonstram uma repetibilidade
satisfatoria ao longo da faixa linear do método, confirmando a confiabilidade do sistema tanto

na auséncia quanto na presenga do analito.
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Figura 42 - Resposta da componente B (u.a.) em fungdo do tempo (s) para diferentes

concentragdes de captopril (mg/L).

Para avaliar a exatiddio do método, analisou-se sete formulagdes farmacéuticas
comerciais de captopril em comprimidos, sendo cinco delas rotuladas com teor nominal de 25
mg por comprimido e duas com teor nominal de 50 mg por comprimido. Os resultados
obtidos foram comparados com aqueles fornecidos pelo método de titulagdo coulométrica de
corrente constante.

O valor para a concentragao da amostra foi calculado a partir da equacao da reta de sua
curva analitica, o resultado para a concentracdo de captopril na amostra comercial pelo
instrumento proposto e pelo método de referéncia, com seus respectivos erros relativos, sao

apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Valores da massa de Captopril nas amostras comerciais e obtidas pelo instrumento

proposto e de referéncia.

Amostra Massa de Massa de Captopril Massa de Captopril Erro
Captopril no obtida pelo obtida pelo método de relativo

rotulo instrumento referéncia * (Er)

(mg/comprimido) proposto (mg/comprimido)
(mg/comprimido)

A 25 2419 +£1,14 25,23 +0,52 -1,75 %
B 25 2543 +0,64 24,59 + 4,06 3,42 %
C 25 26,93 £0,89 25,72 +0,21 4,72 %
D 25 24,99 +1,83 25,41 +2,35 -1,67 %
E 25 24,19 £0,92 25,41 +£2.35 -4,81 %
F 50 43,46 +2,08 49,20 + 1,84 -1,51 %
G 50 54,51 £10,53 52,31 +1,83 4,20%

*entre 0 método proposto e o método de referéncia.

Conforme apresentado, os teores de captopril determinados pelo instrumento proposto
apresentaram boa concordancia tanto com os valores declarados nos rétulos quanto com
aqueles obtidos pelo método de referéncia, titulagdo coulométrica. Para todas as amostras
analisadas, os erros relativos na comparagcdo com o método de referéncia foram inferiores a
5%, indicando adequada exatiddo do método desenvolvido. O teste t ao nivel de 95 % de
confian¢a indicou ndo haver diferencas significativas entre os valores determinados pelo
método proposto e o método de referéncia, demonstrando uma exatidao satisfatoria do método

desenvolvido e sua aplicabilidade na analise de captopril em formulagdes farmacéuticas.
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5. Conclusao e Perspectivas

Neste trabalho, foram desenvolvidos dois sistemas analiticos portateis, simples e de
baixo custo, voltados para a realizacdo de andlises quimiluminométricas rapidas com uso de
dispositivos analiticos em papel (PADs). O método de fabricagao dos PADs utilizou materiais
acessiveis, assegurando boa reprodutibilidade e dispensando o uso de equipamentos
sofisticados. O aplicativo desenvolvido para captagdo de imagens digitais via smartphone com
sistema RGB demonstrou excelente desempenho, evidenciando o potencial da abordagem.

O Sistema de Gotas Suspensas apresentou desempenho adequado para a determinagao
de vitamina B2, possibilitando a obtengdo de pardmetros analiticos satisfatorios. Entretanto,
sua aplica¢do a determinagdo de captopril mostrou-se limitada, uma vez que as estratégias de
revestimento da superficie do papel necessdrias para essa analise ndo apresentaram
reprodutibilidade adequada. Essas limitagdes motivaram a reformulacao do sistema analitico e
o desenvolvimento do Sistema de Imersdao Automatizado.

O Sistema de Imersdo Automatizado, projetado especificamente para superar as
dificuldades observadas, permitiu a validagdao completa do método para a determinacao de
captopril, incluindo estudos de linearidade, precisdo e exatiddo, evidenciando seu uso
analitico. Para a determinag¢do de vitamina Bi, esse equipamento foi avaliado de forma
preliminar, com resultados promissores quanto a linearidade e a precisdo, embora a validagao
completa ndo tenha sido realizada no escopo deste trabalho.

De maneira geral, os resultados obtidos evidenciam o carater complementar dos dois
equipamentos ¢ reforcam o potencial dos dispositivos analiticos em papel para aplicagdes
analiticas, destacando a possibilidade de explorar diferentes configuragcdes de operagao, como
sistemas baseados em gota suspensa e imersdo, aliados a analise por imagens digitais. Esses
resultados confirmam a adequagao dessas plataformas como ferramentas analiticas de baixo
custo e abrem perspectivas para estudos futuros voltados a ampliacdo e validacao de novas

aplicacdes.
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