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Resumo

Este trabalho descreve uma abordagem simples, de baixo custo e inovadora para
a realizacdo de analises quantitativas por cromatografia em camada delgada combinada
com a deteccdo baseada em imagem com revelacdo UV, que permite a aquisicdo de
cromatogramas. Dispositivos de TLC de aluminio feitos de laboratério contendo oito
canais individuais com finas camadas de silica fluorescente foram desenvolvidos,
avaliados e utilizados para realizar a separacéo e quantificacao de acetaminofeno (ACM),
cafeina (CAF) e acido acetilsalicilico (AAS) em comprimidos de medicamentos usando
deteccdo baseada em imagem realizada com uma webcam e software escrito em
VisualStudio. O dispositivo proposto permite o desenvolvimento vertical da separagédo
com reprodutibilidade adequada dos fatores de retencdo (<2%) e das alturas dos picos
(<8%), sem ocorréncia de danos na silica, demonstrando a aplicabilidade dessa nova
abordagem. Utilizando uma mistura de acetato de etila / acido acético (80:2 v / v) como
eluente, curvas analiticas foram obtidas para os analitos com base nas alturas dos picos
cromatograficos, proporcionando relacGes lineares (R > 0,996) para as faixas de
concentracio estudadas ACM (0,18-0,54 mg mL 1), CAF (0,50-3,00 mg mL “!) e AAS
(0,70-4,50 mg mL 1) com limites estimados de detecgdo (LOD) de 0,14 mg mL 2, 0,40
mg mL e 0,56 mg mL %, para ACM, CAF e ASA, respectivamente. Além disso, ndo
foram observadas diferencas significativas (nivel de confianca de 95%) comparando a
concentracdo média dos analitos determinada pelo método proposto e as obtidas por um
método baseado em HPLC de referéncia, indicando uma precisdo adequada dos
procedimentos. O sistema de detec¢do desenvolvido também mostrou-se uma alternativa
viavel, satisfatoria e pratica para a quantificacdo de amostras de ligas metalicas por
cromatografia em papel, minimizando assim os erros de subjetividade de analises visuais
gue sdo comumente utilizadas nesse tipo de cromatografia, proporcionando maior

confianga aos resultados.

Palavras-chave: cromatografia em camada delgada, analise quantitativa, deteccdo
baseada em imagens digitais Instrumentacdo Analitica
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Abstract

This work describes a simple, low cost and innovative approach to quantitative
analysis by thin layer chromatography combined with image-based detection with UV
development, which allows the acquisition of chromatograms. Laboratory-made
aluminum TLC devices containing eight individual channels with thin layers of
fluorescent silica were developed, evaluated, and used to perform the separation and
quantification of acetaminophen (ACM), caffeine (CAF) and acetylsalicylic acid (ASA)
using image-based detection performed with a webcam and software written in
VisualStudio. The proposed device allows the vertical development of the separation with
adequate reproducibility of the retention factors (<2%) and peak heights (<8%), without
damaging the silica, demonstrating the applicability of this new approach. Using a
mixture of ethyl acetate / acetic acid (80:2 v/v) as the eluent, analytical curves were
obtained for the analytes based on the heights of the chromatographic peaks, providing
linear ratios (R> 0.996) for the concentration ranges studied ACM (0.18-0.54 mg mL™),
CAF (0.50-3.00 mg mLt) and AAS (0.70-4.50 mg mL1) with estimated detection limits
( LOD) of 0.14 mg mL™%, 0.40 mg mL™ and 0.56 mg mL™* for ACM, CAF and ASA,
respectively. In addition, no significant differences (95% confidence level) were observed
comparing the mean concentration of the analytes determined by the proposed method
and those obtained by a reference HPLC-based method, indicating an adequate accuracy
of the procedures. The developed detection system also proved to be a viable, satisfactory
and practical alternative for the quantification of metal alloy samples by paper
chromatography, thus minimizing the subjectivity errors of visual analysis that are
commonly used in this type of chromatography, providing greater confidence results.

Key words: thin-layer chromatography, quantitative analysis, digital image-based
detection Instrumentation
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CAPITULO 1

Introducao e Objetivos



1. INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos 100 anos, a cromatografia evoluiu de uma simples técnica
de separacdo de pigmentos para um conjunto de técnicas capazes de separar, purificar e
detectar os componentes de uma amostra, mesmo com matrizes complexas. No decorrer
desses anos, muitos foram os estudos que contribuiram para sua evolugdo, com melhoras
na eficiéncia de separacio e consequentemente nos resultados.!

Atualmente, muitas técnicas cromatograficas estdo disponiveis e podem ser
classificadas em diferentes modalidades de acordo com a forma fisica do sistema em:

» Cromatografia em Coluna: Cromatografia liquida (CL), gasosa (CG) e
supercritica (CS);

» Cromatografia Planar: Cromatografia em papel (CP), em camada
delgada (CCD), em camada delgada de alto desempenho (CCDAE) e
cromatografia em camada preparativa (CCP).?

De fato, para aplicacBes quantitativas, as técnicas em coluna destacam-se em
relacdo aquelas de cromatografia planar sendo as mais empregadas atualmente para esse
tipo de aplicacdo. Contudo, aplica¢bes quantitativas com cromatografia planar tém sido
reavaliadas nos dias de hoje com o objetivo de diminui¢&o de custo e rapidez das analises
intrinsecas a esse tipo de estratégia.

Dentro das estratégias de cromatografia planar, a CP é uma técnica que destaca-
se pela simplicidade, necessidade de pequena quantidade de amostra e é aplicavel
preferencialmente na separacéo e identificacdo de compostos polares apresentando boa
resolucdo na separacio destes.® Essa técnica também é muito Gtil na separagdo de ions
metalicos, algumas substancias organicas, componentes em alimentos (aminoéacidos,
proteinas, vitaminas etc.) 4 e separacio de pigmentos.®

Como vantagens a CP néo necessita de equipamentos caros para sua realizacao, €
uma técnica de execucdo relativamente rapida, adequada para analises de rotina de um
grande numero de amostras pode ser considerada uma ferramenta Util para a determinacéo
qualitativa e semi-quantitativa de uma variedade de amostras. Apesar das vantagens
inerentes dessa técnica, algumas limitagdes séo observadas como, alargamento de banda,
difuséo, necessidade de reveladores, baixa resolucéo e sensibilidade.®

Ja a CCD é uma técnica de cromatografia planar mais utilizada que a CP e que
permite uma separacdo bastante rapida dos componentes de uma amostra. Embora o

desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas, com o intuito de melhorar os resultados



seja altamente explorado, ainda ha uma tendéncia em utilizar a CCD como método para
andlises devido suas vantagens, tais como: baixo custo, uso de equipamentos de
laboratorio simples e amplamente disponiveis, portabilidade (uso de campo), capacidade
de realizar a separacgdo de varias amostras em paralelo, ndo havendo a necessidade de um
especialista para execucao dos procedimentos e pouca ou henhuma exigéncia de preparo
de amostras. Essas caracteristicas tornaram-na uma técnica de separacdo Util
principalmente para fins de analise qualitativa.’

Por se tratar de uma técnica simples e economicamente viavel, a CCD esta
presente na maioria dos laboratérios de quimica, potencialmente aplicada na separacao
de compostos organicos (aldeidos, cetonas, fendis, acidos, aminoacidos e outros) e
inorganicos no monitoramento de sinteses e purificagdes de amostras.®

Para propositos quantitativos em CCD, o uso de placas fabricadas por processos
industriais € altamente recomendado por atingir propositos desejaveis como: precisdo do
Rt e das intensidades de cor dos pontos detectaveis. Entretanto, em alguns casos, essas
placas pré fabricadas podem elevar o custo para aplicagdes.®

Um dos avancos mais importantes para a CCD esta no uso de estratégias que
permitam a deteccdo das substancias separadas, possibilitando a execucdo de ensaios
semi-quantitativos e quantitativos. Embora a deteccdo direta, por densitometria éptica de
varredura, seja mais comumente utilizada, hé a necessidade de utilizagdo de instrumentos
de custo elevado para a realizacdo dos ensaios. Além disso, pode haver ainda limitacdes
relacionadas a portabilidade e a familiarizacdo do analista com o0s procedimentos,
tornando o método pouco atrativo para algumas aplicacdes. *°

Com a revolucdo digital iniciada no século XX, houve uma transformacédo na
industria, na economia, na ciéncia e na sociedade. O desenvolvimento de cameras digitais,
permitiu que novos detectores fossem criados, sendo possivel a aplicacdo desses em
diversas areas, inclusive em cromatografia planar, isso porque, a detecgéo se tornou mais
simples e menos dispendiosa quando comparado aos densitdometros classicos. Assim a
avaliacdo densitométrica por imagens digitais das placas de CCD e do papel em CP
tornou-se predominante.!

A detecgéo utilizando imagens digitais foi empregada no final dos anos 1990. A
partir disso, houve um crescimento exponencial da utilizacdo desse sistema de deteccao

para obtencio de dados qualitativos e quantitativos visando determinacdes analiticas.?



Parte do sucesso da aplicacdo de imagens digitais em determinacdes analiticas
deve-se a caracteristicas relevantes desse método, como a diminui¢do no custo da anélise,
substituicdo de equipamentos de custo elevado, portabilidade e simplicidade.®

Os sistemas para deteccéo por imagem digital descritos na literatura até o presente
momento séo baseados no uso de dispositivos como, cameras digitais, webcams, scanners
e smartphones para a obtencdo de imagens de um sistema analitico em estudo e na
posterior avaliacdo desta imagem com objetivo de obter informacg6es qualitativas e/ou
quantitativas.'* Trabalhos descritos na literatura mostram que medidas relacionadas a
absorcdo e/ou emissdo de radiacdo por um analito podem ser facilmente realizadas a
partir desta estratégia.'®

Para a conversdao da imagem em um sinal analitico capaz de ser interpretado
utiliza-se modelos de cores. Um modelo de cores € um modelo matematico que transcreve
as cores em numeros possibilitando a extracdo de informacdes relacionadas as cores do
objeto em estudo. Assim, utilizando a eletrénica correta e ferramentas de programacéo é
possivel converter 0s sinais em cores e vice versa.

Um dos modelos de cores mais empregados, 0 modelo de cores RGB, se baseia
em um sistema tricromatico de discernimento de cores, onde a mistura de cores primarias
aditivas, vermelho (do inglés Red), verde (do inglés Green) azul (do inglés Blue) em
diferentes combinag6es/proporcdes e niveis de intensidade podem simular todas as cores
do espectro eletromagnético na regido do visivel. ¢

Com os valores numéricos obtidos pela decomposicdo das cores, por meio de um
software adequado, estabelece-se uma correlacdo ,através de algoritmos especificos,
capaz de adquirir o sinal analitico para determinacdes qualitativas e quantitativas com
desempenho adequado.**®

O que € possivel observar nos sistemas descritos na literatura é que, de modo geral,
s80 necessarias varias etapas, apos a aquisicdo da imagem, para se obter os resultados
analiticos, fazendo com que a analise e interpretacdo dos dados ndo aconteca
simultaneamente em tempo real 1181

Até o presente momento, nao foi encontrado na literatura um sistema que permite
a obtencdo da imagem e aquisicao simultanea do sinal analitico, sem a necessidade de pré
processamento da imagem, sobretudo quando se emprega este tipo de estratégia de
deteccdo em métodos de cromatografia planar como CP e CCD.? De fato, para essa

estratégia especifica de determinacdo, os resultados sdo usualmente obtidos analisando-



se um a um os spots (bandas) separados no papel ou placa, ndo sendo registrados picos
cromatograficos, o que aumenta demasiadamente o tempo de analise.

Considerando esses aspectos, o0 presente trabalho colaborou para o
desenvolvimento de um sistema de deteccdo por imagens digitais que permite a analise
em tempo real a partir da aquisicdo de cromatogramas baseados em imagens digitais,
eliminando a necessidade de pré-processamento da imagem e avaliacdo individual dos
spots separados por cromatografia planar. Além disso, o trabalho demonstra a
possibilidade de fabricacdo de placas para a realizacdo de CCD no préprio laboratério
com desempenho similar ao das placas comerciais que permite a determinacdo

quantitativa de analitos com custo substancialmente menor.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Este trabalho teve como objetivo geral facilitar, diminuir os custos e tornar mais
rapida as analises quantitativas baseadas em cromatografia em papel e cromatografia em
camada delgada a partir de uma nova estratégia de deteccdo baseada em imagens digitais
obtidas com uma webcam e da fabricacdo em laboratério de placas para CCD

suficientemente eficientes para aplicacGes quantitativas.

2.2 Especificos
Os objetivos especificos dessa tese sdo:

» Desenvolver e avaliar softwares para a deteccdo baseada em imagens digitais e
em medidas espectrofotométricas aplicadas a cromatografia planar

» Propor e avaliar alternativas para a fabricacdo de placas para cromatografia em
camada delgada em laboratério e aferir o seu desempenho analitico

» Otimizar e avaliar o desempenho analitico dos sistemas propostos na separacdo e
quantificacio de Cafeina, Paracetamol e Acido Acetilsalicilico em medicamentos
por cromatografia em camada delgada.

» Otimizar e avaliar o desempenho analitico dos sistemas propostos na separa¢éo e
quantificacdo de metais em ligas por meio da cromatografia em papel.
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3. BREVE HISTORICO DA CROMATOGRAFIA

Muitos sdo os registros de fendmenos relacionados a cromatografia, ha indicios que
0 primeiro cientista a relatar esse fenémeno foi Caio Plinio Segundo que descreveu, no
ano de 77 d.C., um método que consistia na verificacdo da autenticidade de verdigris (um
sal fabricado pela reacdo do metal cobre com &cido acético), que era aplicado em folhas
de papiro embebidas com um extrato vegetal, caso o sal estivesse puro o papiro tornava-
se imediatamente negro. 12

Contudo, é considerado como marco inicial da invencdo da cromatografia o relatorio
de Tswett, publicado em 1903, considerando este pesquisador o “pai” da cromatografia
que, ao o realizar testes de solubilidade com seus extratos de plantas, observou que ao
secar um extrato de clorofila em papel de filtro, sob vacuo, este se tornava verde, sendo
possivel extrair seletivamente do papel de filtro os carotenos e a clorofila. 22

Tswett concluiu que os pigmentos e a celulose do papel de filtro estavam envolvidos
em um fendbmeno de adsorcédo, e que estudos sistematicos desta questdo trariam luz ao
fendmeno de adsorcao e permitiriam a elaboracdo de uma nova técnica de separacao fisica
de substancias.

Tswett continuou 0s estudos testando agora outros materiais adsorventes e concluiu
que: “Com base no que precede, um novo método de separagdo fisica de diferentes
substancias em meios organicos pode ser proposto. O principio deste método baseia-se
na propriedade de substancias dissolvidas sofrerem processo de adsor¢do em materiais
solidos de origem mineral e orgénica. O montante da substancia encontrada no composto
de adsorcdo depende do grau de moagem, bem como da sua natureza, da natureza da
substancia dissolvida, e da natureza do solvente. Todas estas diferencas podem ser
utilizadas para a separacdo da substancia por meio de sua precipitacdo fracionada de
adsor¢do [...] Sem qualquer davida, uma investigagdo mais aprofundada sobre o
mecanismo de adsorgdo levaria a perfeicdo da sua aplicacdo analitica”. 1’

Anos se passaram e com o aperfeicoamento dos estudos de Tswett, Martin e Synge
(1941)% publicaram o primeiro artigo que trouxe uma nova forma de cromatografia
baseada na separacao pelo fendmeno da particdo, utilizando um suporte solido (silica gel)
para imobilizar a fase estacionaria (FE) liquida (dgua) enquanto que a fase movel (FM)
tambem era liquida (ou gasosa) e imiscivel na FE. A separagdo era fundamentada na
diferenca de parti¢do das substancias entre as duas fases liquidas e, por essa invencao,

Synge e Martin receberam o prémio Nobel de Quimica em 1952, 38



A partir desses estudos muito se evoluiu nas pesquisas sobre métodos
cromatograficos como a descoberta de outros sélidos para suportar a FE, bem como o
desenvolvimento de colunas, gradientes de eluentes, detectores, e outros métodos
cromatograficos como a cromatografia gasosa, cromatografia de troca idnica,
cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia supercritica e vantagens como a
sensibilidade, velocidade, exatiddo e, simplicidade para separacdo, identificacdo e
determinacdo de substancias resultaram em um grande desenvolvimento desse método,
sendo a cromatografia hoje, responséavel por mais de 70% da Quimica Analitica.?*

O mecanismo béasico de separacdo que rege a cromatografia é a distribuicdo dos
componentes de uma mistura entre duas fases, sendo que uma fase permanece parada,
chamada de estacionéria, a medida que a outra se move através dela, sendo denominada
FM.

A distribuicdo, exclusdo, particdo ou adsorcdo seletiva dos componentes é um
processo de equilibrio dindmico e as moléculas dos analitos ora estdo retidas na FE ora
deslocam-se com a FM. De fato, enquanto a FM percorre a FE, 0os componentes da
mistura séo distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles é seletivamente
retido pela FE, o que resulta em migracdes diferenciais desses componentes A separacao
entre as substancias serd resultado da diferenca de suas constantes de equilibrio de
distribuicdo entre as duas fases.?

Assim, com a ampla variedade de métodos cromatograficos disponiveis alguns
critérios sao utilizados para classificar as diferentes modalidades, sendo 0os mais comuns
relacionados a forma fisica do sistema, ao mecanismo de separacdo envolvido e aos
diferentes tipos de fase utilizadas.

A disposicdo da FE no suporte definira a classificacdo da técnica: Caso a FE seja
colocada em um tubo cilindrico a técnica sera chamada de cromatografia em coluna ou
caso seja disposta sobre uma superficie plana ter-se-a4 a cromatografia planar. A partir

destas classificacdes, dois grupos séo gerados que subdividem-se em:

» Cromatografia em Coluna: Cromatografia liquida (CL), gasosa (CG) e
supercritica (CS);

» Cromatografia Planar: Cromatografia em papel (CP), em camada
delgada (CCD), em camada delgada de alto desempenho (CCDAE) e

cromatografia em camada preparativa (CCP).2



Devido as vantagens da cromatografia planar, tais como: praticidade, simplicidade entre

outras, essas técnicas serdo abordadas com mais detalhes a seguir:

4. CROMATOGRAFIA PLANAR

Em cromatografia planar a FM deve ser liquida, enquanto que, a FE pode ser
solida ou liquida. Caso a FE seja liquida, o liquido devera estar suportado e/ou ligado
quimicamente a um suporte sélido e a polaridade de ambas as fases deve ser levada em
consideracdo, pois este fator determinara se o tipo da cromatografia sera normal (quando
a fase estacionaria € mais polar do que a fase movel) ou reversa (quando a fase mével é
mais polar que a fase estacionaria), enquanto que os processos fisicos (adsor¢do ou

particdo), quimicos e mecanicos, determinaram os mecanismos de separacgdo.?

A cromatografia planar compreende todas as técnicas cromatograficas que
utilizam uma FE aberta plana, séo elas: a cromatografia em papel (CP) cromatografia de
camada delgada (CCD) e mais recentemente desenvolvida a cromatografia planar de
fluxo forcado. Da CCD derivaram a cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia,
cromatografia de camada ultrafina, cromatografia em camada preparativa.?

Cromatografia em Papel (CP)

O uso do papel em Quimica Analitica ndo é recente, e dentre as aplicacbes
possiveis com esse substrato, tem-se a cromatografia em papel, um importante método de
separacdo que foi amplamente estudado na década de 1940 e que resultou na
contemplacio a Martin e Synge com o Prémio Nobel de quimica em 1952.2° Essa foi a
primeira onda significativa de aplicacBes de papel em separa¢des cromatogréaficas.

Trata-se de uma técnica simples que necessita de pequena quantidade de amostra,
é aplicavel preferencialmente na separagdo e identificacio de compostos polares,
apresentando boa resolugdo na separagdo destes.®

A CP é uma técnica cromatografica do tipo liquido-liquido, em que o papel
funciona como suporte para FE liquida polar, enquanto que a amostra, apos ser depositada
no papel, sera eluida por uma FM liquida (menos polar que a FE). A celulose, principal
constituinte do papel, 2” € um homopolissacarideo sem ramificagdes composto unidades
de D-glicose (Figura 1-a). Essas unidades de D-glicose sdo ligadas por atomos de
oxigénio, que interagem entre si de modo a formar uma rede estabilizada por ligagGes de
hidrogénio intra e intermoleculares (Figura 1-b) que da origem as fibras do papel, com

caracteristica porosa, permeavel e hidrofilica.?
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A principal funcéo do papel nesse tipo de cromatografia € atuar como suporte para
a FE liquida. Assim liquidos polares (preferencialmente 4gua) sdo adsorvidos e formam
ligagGes de hidrogénio com a celulose, ficando retido e funcionando como FE. Enquanto
que, solventes apolares, sdo repelidos e atuam como FM. O mecanismo de separacao,
baseia-se na solubilidade dos componentes da mistura na FE e na FM. Componentes mais
soluveis na FE aquosa ficardo mais retidos e portanto, migram mais lentamente, enquanto
que substancias menos sollveis, ou que ndo tenham a capacidade de formar ligacGes de

hidrogénio possuem migracio mais rapida e menor retengéo.?®
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Figura 1. (a) Estrutura de repeticdo da celulose formada por duas moléculas de D-glicose e (b) Esquema
ilustrativo das interagdes intra e intermoleculares na celulose.

As fibras presentes no papel possuem um ordenamento (Figura 1-b) que permite
a realizacdo do transporte do fluido espontaneamente.

A essa movimentacdo do fluido através dos poros do papel sob acdo da forca
capilar (principal mecanismo de conducao de fluxo) da-se o nome de fluxo lateral e esse
fluxo é mantido pela diferenca de presséo entre a a&rea molhada e a area seca na frente do
liquido onde a pressdo é menor, como pode ser observado na Figura 2. O transporte
através do fluxo lateral apresenta vantagens instrumentais, uma vez que por ser
espontaneo, ndo requer a utilizacdo de equipamentos externos tais como fontes de alta

tensdo e bombas para realizar a eluigéo.*
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Figura 2. Esquema das forcas envolvidas no fluxo capilar em fibras de papel. Pam: pressdo atmosférica,
P.: pressdo devido a forcas capilares, Q: fluxo de fluido, A P: queda de pressdo. Adaptada da ref.*

O parametro utilizado para a analise em CP (e em CCD) é o fator de retencédo (Ry)
de um composto. O Ry é definido como a razdo entre a distancia percorrida pela banda do
componente e a distancia percorrida pelo eluente apds a eluicdo cromatografica, assim,

esse fator é diretamente dependente da FE utilizada e é expresso pela equacao:

Rf = DS
Dm
Onde:

Dg = distancia percorrida pela substancia.
D = distancia percorrida pela FM.

O processo de analise por cromatografia planar segue uma ordem determinada.
Uma linha para aplicacdo de amostra é determinada para garantir que todos 0s compostos
analisados interajam de maneira igual com o eluente e a fase estacionaria e outra linha é
demarcada na extremidade oposta, denominada, linha de chegada da fase moével (Figura
3). A importancia de delimitar os pontos de inicio e fim da aplicacdo e da corrida do
eluente se da pelo interesse no R da amostra. Comparacdes do valor de Rfda amostra
com o de um padrdo é o método qualitativo mais utilizado em CP e em CCD.%»

._ Linha de chegada

da fase mével
o
Dm
Ds Ponto de aplicagéio
______________________________________ / daamostra

™ Nivel da fase mével

Figura 3. Esquema ilustrativo do desenvolvimento cromatografico em CP
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O valor do Ry é considerado constante, para 0 mesmo composto, submetido as
mesmas condicOes de separagéo.

A eluicdo com o solvente em CP pode ser realizada de cinco modos diferentes:
Ascendente, descendente, horizontal, radial ou bidimensional. Na primeira, o papel é
introduzido no solvente, colocado no fundo da cuba cromatogréafica, que elui de modo
ascendente por capilaridade, rapidamente no inicio e diminui gradativamente a medida
que a forca ascendente da capilaridade for neutralizada pela acéo da gravidade, até parar
por completo. 4

No segundo, a amostra é depositada na parte superior do papel e esse é colocado
em uma cuba especifica em que o solvente de eluicdo fica acima da extremidade final do
papel. Nesse caso o solvente migra através do papel de cima para baixo, por capilaridade
e gravidade. *

No fluxo horizontal, a migracdo do solvente acontece de um lado para o outro, na
posicdo horizontal. Na eluicdo radial, o solvente é colocado no centro do papel
(usualmente circular) e as bandas distribuem-se ao redor desse centro, com o solvente
migrando por fluxo radial e capilaridade, banda. 4

Por ultimo, a eluicdo bidimensional consiste na realizacdo de duas etapas, na
primeira, a FM ¢ deslocada ascendentemente e, depois, numa segunda etapa, gira-se 0
papel 90° e faz-se um novo deslocamento ascendente.*

A CP é uma técnica que exige controle rigoroso das condi¢des pois sua resolugédo
e reprodutibilidade sdo influenciadas por muitas variaveis como, aplicacdo da amostra,
tipo de papel utilizado, temperatura, saturacdo da cuba cromatogréfica com o solvente de
eluicdo entre outras.®

A escolha do papel cromatogréafico, € uma varidvel muito importante e a
uniformidade é a principal caracteristica que deve ser atendida, tanto em sua composi¢ao
como em sua superficie. Atualmente existe uma grande quantidade de papeis comerciais
que apresentam diferentes propriedades como controle de velocidade de fluxo, espessuras
distintas, o que permite aplicar volumes maiores ou menores de amostras, e papeis
previamente lavados com &cido, e ainda papeis com superficie modificada para usos
especiais.®!

A FM nessa classe de cromatografia é a variavel que apresenta maior influéncia
sob a analise, pois atua diretamente na separacao dos componentes da mistura. A escolha
da FM deve levar em consideragdo as propriedades quimicas das substancias presentes
na mistura que se deseja separar e as propriedades fisicas e quimicas da FM. A
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temperatura também influencia na separacdo, atuando diretamente na velocidade da
andlise e, consequentemente no tempo de interagdo entre a FM, FE e soluto afetando a
resolucdo da técnica.®?

Ap0s a realizacdo da separacao, o papel € retirado da cuba cromatografica e seco.
Para a visualizacdo das bandas incolores, o analista pode utilizar reagentes cromogénicos
para a revelacdo ou tratar o papel com solucdo de fluoresceina para destacar as bandas
quando expostas sob luz ultravioleta. Apos a revelacdo das bandas cromatogréaficas uma
resposta qualitativa e/ou gquantitativa pode ser obtida diretamente no papel ou extraida
dele.®?

A CP é muito 0til na separacdo de compostos polares e ions metalicos, sendo
aplicada na determinacdo de componentes em alimentos (aminoacidos, proteinas,
vitaminas etc.) 4 e na separacéo de pigmentos. °

Nos ultimos anos, a CP continua a ser aplicada de forma qualitativa ou quantitativa
em diversas amostras e analitos empregando-se diferentes formas de detecc¢do. Zhang et
al.>® acoplaram a espectroscopia Raman isolada por nanoparticulas com cromatografia
em papel, para desenvolver um método facil para a separacéo e deteccao de dois isbmeros
estruturais 4,4'-bipiridina e 2,2"-bipiridina. O método estabelecido apresentou alta
sensibilidade e boa nas técnicas cromatogréaficas planares.

Li e colaboradores 3% quantificaram 4cido vy-aminobutirico (principal
neurotransmissor inibitorio no cérebro de mamifero) por meio da analise indireta do papel
eluido com n-butanol-acido acético-agua (5:3:2) contendo ninhidrina. Nesse trabalho, as
bandas de GABA (&cido gama aminobutirico) foram cortadas do papel e foram extraidas
com alcool e sulfato clprico para posterior anélise do extrato resultante em um
espectrofotobmetro UV-Vis.

Outro grupo de pesquisa *> combinou a cromatografia em papel com um método
de deteccdo quimiluminescente para a determinacdo de 2,2 diclorovinil dimetilfosfato
(diclorvos) em frutas e vegetais. As vantagens apresentadas pela CP nessa aplicacao
foram: rdpido tempo de desenvolvimento e de analise e boa resolucdo, entretanto a
quantificacdo nesse meétodo foi de modo indireto, sendo necessario um analisador de
luminescéncia ndo portatil e de custo elevado.

A CP também fundamentou o desenvolvimento de dispositivos para teste no ponto
de atendimento (point of care) permitindo o diagnostico in loco.83"38 Esses dispositivos

associam as vantagens da CP as vantagens da microfluidica.
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A CP é vantajosa porque ndo necessita de equipamentos caros para sua realizacéo,
é uma andlise de execucdo relativamente rapida, adequada para analises de rotina de um
grande nimero de amostras, € uma ferramenta Gtil para a determinagdo qualitativa e semi-
quantitativas de uma variedade de amostras. Contudo, limitagdes como alargamento e
difusdo das bandas, dificuldade na reprodutibilidade e na determinacédo do Ry, necessidade

de reveladores, sdo encontradas.®
4.2 Cromatografia em Camada Delgada

A CCD é uma das técnicas de separacdo mais populares e usadas em analises
qualitativas. As razdes para isso sao muitas e incluem, o processamento de amostras em
paralelo, acessibilidade da amostra para avaliagdo poOs separacdo cromatografica,
deteccdo na presenca da FE independe das propriedades da FM, ndo necessita (na maioria
das vezes) de preparo de amostra, facilidade de uso, velocidade na separacdo, custo
relativamente baixo e portabilidade. * E aplicada & separacdo de diversos analitos em
amostras variadas como: aminoacidos de proteinas de alimentos,*® extratos de plantas,*
esteroides em urina #? e outras, com sensibilidades da ordem de um micrograma.*®

Embora estejam disponiveis técnicas mais sofisticadas de separacdo e que podem
produzir resultados principalmente com maior sensibilidade, ainda ha uma tendéncia em
utilizar a CCD como método para andlises devido as suas vantagens intrinsecas.’

Em 1938 Izmailov e Sharaiber * descreveram pela primeira vez a CCD, contudo, 0
procedimento ndo foi amplamente aceito em seus primeiros anos devido a ndo
homogeneidade no revestimento das placas. Somente quando Stahl, em 1958,* descreveu
aparatos e substancias sorventes que demostraram-se eficazes na preparacdo das placas
que seu uso passou a ser amplamente difundido e aplicado em qualquer laboratério que
envolva analises de substancias organicas e organometalicas. Em 1965 Stahl publicou o
livro Thin Layer Chromatography: a laboratory handbook “6 que foi o marco inicial para
expansédo dessa tecnica.

Trata-se de uma técnica cromatogréafica do tipo liquido-solido onde a FM liquida,
migra sobre a FE sdlida e 0 mecanismo de separacédo se da, principalmente, por meio de
processos fisicos de adsorcao (cromatografia em fase normal) que se baseia em: formacao
de ligagdes de hidrogénio, atracbes do tipo dipolo-dipolo (forca de Van der Waals), ou
atracBes couldbmbicas. %

A separacdo acontece quando forcas intermoleculares de atracdo entre as

moléculas da fase fluida e da superficie sdlida sdo maiores que as forcas atrativas entre
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as moléculas do proprio fluido.*” Este tipo de separacéo é reversivel, pois decorre da agio
de forgas intermoleculares fracas entre o adsorvente e as moléculas adsorvidas onde ndo
ocorre formacdo ou quebra de ligacOes, e consequentemente, ndo altera a natureza
quimica do adsorvato. Outra peculiaridade da fisissorcao € a possibilidade de haver varias
camadas de moléculas adsorvidas.*® A adsorcao fisica é, em geral, rapida, mas pode ser
lenta se estiver envolvida com a ocupagdo de um meio poroso.*’

A adsorcédo é um processo de transferéncia de massa, que consiste na habilidade
de certos sélidos concentrar em suas superficies determinadas substancias existentes em
fluidos liquidos ou gasosos, possibilitando a separacdo dos componentes desses fluidos.
Assim, os componentes adsorvidos, denominados adsorvato ou adsorbato, concentram-
se sob & superficie externa do sélido denominado adsorvente e, quanto maior a area
superficial deste solido, mais favoravel seré a adsorgdo.*

De acordo com a natureza das forcas envolvidas, a adsorcao pode ser classificada
quanto a sua intensidade em: adsorcdo fisica (fisissor¢do) e adsorcdo quimica
(quimiossorcao). Na adsorcdo fisica, ocorre apenas uma interacdo, relativamente fraca,
entre o adsorvente e o adsorvato, por meio de atracdes dipolares, ligacdes de hidrogénio
ou interacdes couldmbicas que sdo similares as forcas de coesdo molecular.

Por outro lado, a quimiossor¢do, envolve a troca ou partilha de elétrons entre as
moléculas do adsorvato e a superficie do adsorvente, através de uma reacdo quimica,
promovendo assim, a formacdo de uma nova ligacao, portanto, trata-se de um fenémeno
bem mais forte que a adsorcao fisica.*®

Apesar de os dois mecanismos de adsorcdo ndo serem completamente
independentes a CCD de fase normal possui majoritariamente o processo de adsor¢éo
fisica, que apresenta algumas caracteristicas proprias, tais como: a inespecificidade, pois
0 adsorvato ndo se liga ao adsorvente através de sitios especificos, ela ocorre em toda a
superficie adsorvente, de forma ndo localizada, ao passo que a adsorcdo quimica €
localizada pois s6 pode ocorrer nos sitios ativos da FE. Do ponto de vista termodinamico,
o calor envolvido na fisissor¢do é baixo (menor que 10 kcal/mol), equiparado a um
processo de condensagdo/vaporizacao. *°

Os processos de separacdo por adsorcdo estdo baseados em trés mecanismos
distintos: os mecanismos cinéeticos, os mecanismos de equilibrio e 0 mecanismo estérico.
O mecanismo cinético esta baseado nas diferentes difusividades das diversas espécies nos

poros adsorventes.>!
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Enquanto os mecanismos de equilibrio, consistem na habilidade de diferentes
solidos em acomodar diferentes espécies de adsorvatos, que estdo adsorvidos em outros
compostos na fase fluida. J& no mecanismo estérico, os poros do material adsorvente
possuem dimensdes caracteristicas, 0s quais permitem a entrada de determinadas
moléculas, excluindo as demais, estabelecendo assim um processo de seletividade da
técnica. 2

Por ser resultado de uma combinagdo entre diferentes tipos de forgas
intermoleculares, o fendmeno de adsorcdo possui varios fatores que o influenciam, tais
como: as condicBes operacionais de temperatura, pH do meio, natureza do solvente,
adsorvente e adsorvato.>® Dentre esses fatores, as caracteristicas do adsorvente (e do
adsorvato) sdo preponderantes e influenciam diretamente nas separagoes.

Aspectos como a area superficial, tamanho do poro, densidade, grupos funcionais
presentes na superficie e hidrofobicidade do material devem ser avaliados antes da
escolha da FE bem como, a polaridade, o tamanho da molécula, a solubilidade e o pH do
adsorvato também devem ser levados em consideragdo.>!

Na CCD a FE é constituida por uma camada de solido adsorvente que é finamente
distribuido sob uma superficie rigida e inerte, (vidro, aluminio ou plastico) a esse
conjunto, da-se o nome de placa cromatografica. Tanto para fabricacdo de placas, como
para a aquisicdo destas ja pré fabricadas é possivel encontrar uma grande variedade de
adsorventes comerciais para fins cromatograficos. Os adsorventes mais comuns em CCD

s30:%

% Alumina: (é geralmente aplicada na separacdo de compostos lipofilicos e pode ser
preparada com caracteristicas acidas, neutras e alcalinas, podendo assim ser
aplicada na separacdo de substancias que apresentem variacbes dessas
caracteristicas)

%+ Celulose: Quando se utiliza a celulose em CCD a finalidade é que ela funcione
como suporte da FE liquida em uma cromatografia de parti¢do ou troca idnica e €
comumente empregada na separagdo de proteinas e nucleotideos.

+ Poliamida: Existem dois tipos de poliamida para aplicagdo em cromatografia, a

poliamida 11 e a 6. O que vai diferenciar a aplicacdo de cada uma € o tipo de

adsorvato que deseja separar (geralmente fenois e acidos carboxilicos). O

processo de separacdo nessa matriz consiste na competicdo pela formacgédo de

ligacGes de hidrogénio entre o adsorvente e a FM.
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% Silica

Em CCD asilica gel é o adsorvente mais utilizado como FE.

A denominacéo Silica € comumente utilizada para abreviar o termo dioxido de
silicio (SiO2), que pode se apresentar na forma cristalina ou amorfa, hidratada ou
hidroxilada (também chamada de silanol, siloxanol ou silicol). A silica gel € um tipo SiO>
amorfa que apresenta uma estrutura muito porosa, carater fracamente &cido e que,
antigamente, era obtida pela acidificacdo de solug¢fes aquosas de silicato de sodio, seguida
da lavagem (e posterior secagem) do precipitado gerado. %

Esse processo mudou e, atualmente, a SiO2 passou a ser preparada atraves do
processo sol-gel, empregando o tetraetoxisilano como fonte de SiO2. ™ Isso possibilitou
a obtencdo de dioxido de silicio altamente puros, livres de contaminantes como metais
M?3* e outros. Espécies contaminantes quando presentes na matriz de silica aumenta
consideravelmente a acidez dos grupos silandis (Si — OH), podendo ocorrer, como
consequéncia, fendbmenos de quimiossorcdo de bases ou reacBes acido-catalisadas das
amostras, influenciando assim, o resultado das separag@es.?®

Portanto, a obtencéo de SiO: livre de interferentes melhorou significativamente as
separacGes cromatograficas, aumentando a eficiéncia, estabilidade e reprodutibilidade
das FE.” Devido a maior disponibilidade comercial e possibilidade de diversas
modificacbes em sua superficie, a silica se tornou o principal material utilizado em
técnicas de separacdo e purificacdo de substancias.

Estruturalmente a matriz de silica é formada por grupos SiOs4 que assumem a
geometria tetraédrica e que estdo distribuidos aleatoriamente formando 2 tipos de redes:
uma rede mais externa, com ligacdes entre os grupamentos da superficie, e outra rede
mais interna, formada pelas ligacdes entre os graos de SiO».

Na superficie dos gréos estdo presentes 0s grupos silandis, vicinais (Si — OH) e
geminais (HO — Si — OH), e sdo estes 0s grupos que permitem a modificacdo quimica
da matriz. Os grupos Si — O — Si estdo no interior dos graos de silica gel, unidos por
pontes de siloxanos como mostra a

Figura 4.5 Devido a presenga de muitos grupos -OH na superficie, a SiO2 é
altamente higroscopica e se liga facilmente a moléculas de dgua.

Quando a silica absorve H20, ocorre o processo de desativacao da silica, ou seja,
os sitios de ligacdo ficam desativados pelas moléculas de agua, assim, é muito importante
a ativacdo dos grupos silandis (das placas) antes do uso, que consiste na eliminacgdo das
moléculas de agua da superficie da silica gel através de aquecimento.®
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Figura 4. Estrutura da silica gel com a representa¢do da superficie, destacados os grupos: silanol vicinal
(Si — OH) em (1), silanol geminal (HO — Si — OH) em (2) e siloxano (Si — O — Si) em (3). Os grupos
siloxanos também estéo presentes no interior dos grdos da matriz de silica, destacado em (4).

Outra propriedade inerente a silica € que ela ndo possui a capacidade de agregar-
se, assim, para aumentar a aderéncia do adsorvente ao suporte é comum utilizar um agente
aglutinante como: sulfato de calcio hemi-hidratado e amido.?® Atualmente a SiO2 pode
ser obtida comercialmente com o agente aglutinante presente em sua composi¢do, Como
é 0 caso das silicas 60G e 60P e que também podem vir incorporadas com indicador
ultravioleta (UV) que é utilizado para auxiliar na visualizacdo de bandas incolores. A
silica com F2s4 (ortossilicato de zinco) possui um composto fluorescente que absorve a
luz em 254 nm e emite no espectro visivel.>*

Esse tipo de silica, com indicador, tem ampla aplicabilidade pois muitos
compostos também absorvem a radiacdo em 254 nm assim, a por¢éo de silica que nédo
possui nenhuma substancia, absorve a luz UV em 254 nm e fluoresce, mas quando existe
algum composto ligado a silica, este absorve a radiacdo e impede que uma parte da luz
UV alcance a placa, causando fluorescéncia reduzida onde o composto esté localizado,
formando bandas escuras que permitem a visualizacdo das bandas separadas pela
cromatografia. Caso os compostos separados ndo absorvam em 254 nm (mesmo que
fracamente), também & possivel revelar as bandas por outros métodos disponiveis.*

Em CCD a silica é empregada, usualmente, na separacdo de compostos organicos
como: aldeidos, cetonas, fendis, alcaloides, terpenoides, esteroides, acidos graxos e

aminoacidos.
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Como citado anteriormente, as placas cromatograficas podem ser fabricadas pelo
préprio usuario ou adquiridas comercialmente. A Figura 5 mostra alguns exemplos destas
plataformas.

y
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Figura 5. Exemplos de placas comerciais (a esquerda) e placas fabricadas em laboratério (a direita), nesta
imagem as placas estdo secando em estufa, ap6s o procedimento de espalhamento da suspensdo de silica.
Fonte: placa comercial Macherey-Nagel

As placas comerciais dispensam a fase de preparacéo e sdo bem mais uniformes e
homogéneas, 0 que torna as separacdes mais reprodutiveis. A camada de adsorvente esta
depositada sobre uma lamina de aluminio, plastico ou vidro com a espessura da camada
variando entre 0,1 a 2,0 mm. Contudo, essas placas apresentam um custo muito maior
quando comparadas as placas fabricadas manualmente.

Quando se opta por fabricar as placas, trés etapas sdo necessarias: A aplicagéo da
suspensdo do adsorvente sobre a superficie do suporte escolhido, seguida pelo
espalhamento dessa suspensdo por toda a area do suporte para formar uma camada
homogénea da FE, e por fim, a secagem para ativar o adsorvente. Essas etapas requerem,
muita acuracia na execucgdo, utilizacdo de espalhadores comerciais, nivelamento da
superficie rigida, procedimentos para evitar a formagdo de bolhas, rachaduras, e ainda
assim, encontra-se dificuldades em obter superficies uniformes e reprodutiveis.?®

Existem 4 métodos que podem ser utilizados para revestir o suporte com uma fina
camada de adsorvente que sdo: a) Derramamento b) Espalhamento c) Imersdo d)
Pulverizago.%

A técnica mais utilizada é o espalhamento, devido sua praticidade, e producéo de
placas mais reprodutiveis. Nesta, a suspensdo do adsorvente é despejada e espalhada
sobre a superficie do suporte, com o auxilio de um bastéo de vidro, espalhador manual ou
espalhador automéatico como pode ser observado na Figura 6. Uma placa mais homogénea
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e reprodutivel é obtida ao se utilizar um espalhador automatico, contudo, a aquisicao deste
dispositivo confere maior custo ao final da producgéo da placa.

Fita adesiva e bastdo de vidro

Figura 6.Espalhamento da suspenséo do adsorvente com o auxilio de um bastdo de vidro.
Fonte: Quimica Organica Experimental — Técnicas de Pequena Escala

A escolha da FM é de fundamental importancia na separacao das misturas. Nessa
selecdo deve-se considerar a natureza quimica das substancias a serem separadas e a
polaridade da FM, isso porque h4 uma competicdo entre as moléculas da FM e dos
componentes da amostra pela superficie da FE. O analista pode se basear na série
eluotrépica dos solventes para definir a FM e, quando o solvente puro ndo realizar uma
boa separacdo, uma mistura de solventes pode ser proposta de modo a melhorar a
separacio.*

O desenvolvimento da corrida cromatografica em CCD pode ser unidimensional
ou bidimensional. Essas variagfes visam melhorar a separacdo das substancias das
amostras. Os métodos disponiveis para o desenvolvimento das corridas sao: ascendente,
descendente, horizontal, circular, multiplo e desenvolvimento automatizado.>” Em CCD,
0 método mais utilizado é a cromatografia ascendente.

Experimentalmente, a FM é colocada em uma cuba cromatografica de modo a
cobrir o fundo do recipiente até uma altura que seja inferior aquela onde foram aplicadas
as solucdes nas placas (aproximadamente 0,5 cm). Para que se obtenha melhores
resultados na separacdo, é necessario que a cuba esteja saturada com vapores da FM,
assim as laterais internas da cuba podem ser recobertas com papel filtro molhado com o
eluente.

As placas sdo colocadas na cuba na posicdo vertical levemente inclinadas, e
devido a acdo da capilaridade, que transporta a FM através das camadas. Estas forcas
fracas surgem da diminuicdo da energia livre do solvente quando ele entra na estrutura
porosa da camada, fazendo com que a FM rapidamente atinja a base da placa e a elui¢do

se inicia, até que o eluente alcance a parte superior da placa.®
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Ao ascender, a FM arrastara com maior facilidade os compostos menos
adsorvidos na FE, separando-os dos compostos mais adsorvidos que ficaram retidos na
FE. Quando a frente do solvente estiver a aproximadamente 0,5 cm da extremidade
superior da placa, esta deverd ser retirada (marca-se a frente do solvente) seca e

revelada.>® A Figura 7 ilustra o procedimento de desenvolvimento cromatogréfico.

Papel filtro
nas laterais

Figura 7. Procedimento de desenvolvimento cromatografico em CCD

Para a visualizacdo das substancias que foram separadas é necessario realizar o
procedimento de revelacdo, que pode ser obtida por meio de métodos fisicos (revelacao
por luz UV), quimicos (reveladores cromogénicos) ou bioldgicos (enzimas e bactérias).>
Na revelacdo por método quimicos, € necessario que as placas sejam expostas aos agentes
cromogénicos (vapores ou solucfes) ou borrifados sobre a placa cromatografica. As
desvantagens no uso de reveladores sdo: trata-se de uma técnica destrutiva (ndo € possivel
recuperar a amostra apos a analise), ndo ha um revelador universal, reveladores enérgicos
s6 podem ser aplicados quando o suporte da FE € vidro.?®

A visualizacdo da placa sob luz ultravioleta deve ser realizada sempre que haja
essa possibilidade. Como a maioria dos compostos ndo sdao modificados pela rapida
exposicao a radiacdo ultravioleta, esta técnica é considerada ndo destrutiva, podendo a
amostra ser recuperada assim como na cromatografia preparativa.®

Devido o comprimento de onda da lampada ser nocivo ao analista/observador e
haver necessidade de um ambiente com iluminagdo uniforme para a visualizagcdo das
bandas cromatograficas, faz-se necessario o uso de uma camara escura para analise UV.
Existem muitos modelos de camaras disponiveis no mercado, contudo por mais simples
que esta seja, 0 custo de aquisicdo de uma unidade pode se tornar um empecilho em
laboratorios com recursos reduzidos. Assim, a alternativa de confeccionar uma camara

escura UV permite que a técnica de CCD se torne ainda mais acessivel.®
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Com o advento da cromatografia liquida de alta eficiéncia e seus diversos atributos
observou-se uma preferéncia por esta abordagem sobre a CCD. No entanto Poole ¥
considera que essas técnicas devem ser vistas como complementares, e que devem ser
distinguidas pelas suas diferentes propriedades.5!

A apreciacdo limitada das funcionalidades da CCD e a auséncia de equipamentos
para realizacdo das operacOes unitarias que independam do usuario faz com que a CCD
seja frequentemente negligenciada e imperceptivel para muitos cientistas experientes.

Com o intuito de aprimorar a técnica e consequentemente, aumentar o reconhecido
e seu uso geral Poole * vislumbra a necessidade de alguns avangos nas principais
tecnologias, que s&o: Controle externo da vazdo da FM, integragdo da plataforma
instrumental, deteccdo continua on-line ou analise de imagem.®> A auséncia desse
desenvolvimento tecnoldégico mantém a CCD no patamar de técnicas meramente
qualitativas.53%

Um dos avancos mais importantes para a CCD esta no uso de estratégias que
permitam a deteccdo das substancias separadas, possibilitando a execucdo de ensaios
semi-quantitativos e quantitativos. Essas estratégias podem ser divididas em duas
categorias: direta (in situ) e indireta.® Na primeira, a deteccdo é feita diretamente na
cromatoplaca sem necessidade de isolamento da banda cromatografica para a analise,
caracterizando-a como técnica ndo destrutiva. Na segunda, as regides da cromatoplaca
gue contém as bandas cromatogréaficas sao removidas e analisadas por alguma técnica
instrumental, o que a caracteriza como um procedimento destrutivo.’

Vale destacar que as técnicas indiretas aumentam o nimero de procedimentos
necessarios a realizacdo das medidas o que pode acarretar em um aumento das
possibilidades de erro. Nesse sentido, atualmente, as técnicas indiretas tém sido pouco
utilizadas e, portanto, ndo serdo discutidas neste trabalho.

Os sistemas comerciais para deteccdo direta podem ser dos tipos: densitdmetros
optico de varredura (que consiste em determinar a area e a intensidade da banda), scanners
de matriz de diodos e analisadores de imagem (cameras de dispositivos com carga
acoplada e scanners de mesa). A avaliacdo por espectroscopia (espectrometria de massas
64, espectroscopia no infravermelho ¢ e Raman ) também s&o possiveis.>’

O método mais utilizado para a quantificacdo direta é a densitometria dptica de
varredura, que consiste em determinar a area e a intensidade da banda através da varredura
das bandas contidas na placa, medindo a reflexdo da radiacdo que pode estar relacionada

com os fendmenos de absor¢édo ou fluorescéncia. Esse processo gera densitogramas com
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uma série de picos que serdo interpretados com o auxilio de um modelo matematico que
permite gerar curvas de calibracdes para quantificacdo de substancias de interesse, seja
por area ou altura do pico.5"%®

A densitometria de varredura € o método dominante para interpretacdo e
quantificacdo em CCD %° mas que, aparentemente, atingiu a estabilidade na sua evolug&o.
O método de deteccdo esta limitado a medidas de reflexdo no modo absorbéancia ou
fluorescéncia na faixa de 190 — 900 nm (UV-VIS), necessita da aplicacdo de abordagens
quimiomeétricas modernas para analise de dados. Enquanto a densitometria de varredura
permanece estagnada, grandes melhorias foram e sdo conseguidas através da analise por
imagens, também conhecida como densitometria de video.*

Com a revolucdo digital iniciada no século XX, houve uma transformacdo na
industria, na economia, na ciéncia e na sociedade. O desenvolvimento de cameras digitais,
permitiu a sua aplicacdo em diversas areas e em muitas técnicas analiticas, inclusive em
cromatografia planar, isso porque, a deteccao se tornou mais simples e menos dispendiosa
quando comparado aos densitdmetros classicos. Assim a avaliagdo densitométrica por

imagens digitais das placas de CCD e do papel em CP tornou-se predominante.!

5. ANALISES QUIMICAS POR IMAGENS DIGITAIS

Imagens digitais tém sido utilizadas como fonte de informacéo analitica desde o
século passado com os primeiros registros datados na década de 1960. Ledley em 1964
descreveu a utilizacdo de um scanner rudimentar para converter exames médicos em
dados digitais, que serviram como base para diagnosticos mais rapidos e precisos. "

Da década de 1960 até os dias atuais o uso de imagens digitais cresceu
rapidamente, com aplicacdo nas mais diversas areas que utilizam rotineiramente técnicas
de processamento digital de imagens. Muitos exemplos podem ser citados como o uso de
imagens radiograficas na medicina,” técnicas para imageamento celular nas ciéncias
bioldgicas,’? estudos de padrdes de poluicdo a partir de imagens de satélites na
geografia,” processamento de imagens degradadas de artefatos raros que ndo podem ser
recuperados na arqueologia.

Em 1970 Anuta’™ descreve pela primeira vez a utilizagdo de imagens digitais
diretamente em Quimica Analitica ao desenvolver um sistema para registro espacial de
imagens multiespectrais e multi temporais digitalizadas. Com o avanco da tecnologia e o

desenvolvimento de computadores, cameras e softwares cada vez mais eficientes para
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obtencdo de dados, houve um crescimento exponencial no uso de imagens digitais para

fins analiticos.
5.1 Propriedades das imagens digitais

Atualmente ha diversos tipos de aparelhos disponiveis para a obtencdo de imagens
digitais, desde os mais simples e compactos como cameras digitais, scanners, webcams,
smartphones, a equipamentos maiores e sofisticados tais como satélites, tomdgrafos,
aparelhos de radiografia, microscdpios entre outros.”

Basicamente, as imagens digitais sdo divididas em dois grupos: vetorial e raster.
Imagens vetoriais sdo aquelas produzidas por figuras geomeétricas, graficos, desenhos e
sdo comumente utilizadas em softwares de desenhos técnicos e engenharia. Contudo, a
dependéncia de dispositivos para a interpretacdo das imagens vetoriais dificultou seu uso,
assim essa tecnologia perdeu espaco para as imagens do tipo raster. "

Imagens digitais do tipo raster, ou bitmap (do inglés, mapa de bits), ou ainda
matriciais, sdo aquelas que apresentam como menor unidade de composicéo o pixel. A
imagem é o resultado de um conjunto finito de pixels definidos por valores numéricos,
formando uma matriz matematica ou malha de pontos. Devido a praticidade tecnoldgica,
imagens raster sdo utilizadas em todos os tipos de equipamentos de fotografia e imagem
disponiveis no mercado.”’

Imagens digitais raster, sdo imagens bindrias, também chamadas de bi-nivel,
representadas por uma funcdo bidimensional f (x, y) em que x e y sdo coordenadas
espaciais e a amplitude de £, representada pelo par de coordenadas x, y em qualquer ponto
do eixo cartesiano, é chamada de intensidade ou nivel de cinza da imagem nesse ponto.
Essa funcdo bidimensional também é representada por uma matriz numérica que utiliza
nameros binarios (0 ou 1) e cada elemento dessa matriz representa um elemento da
imagem, elemento pictérico ou pixel. Os numeros binarios sdo codificados de modo a
permitir seu armazenamento, transferéncia, impressdéo ou reproducdo, e seu
processamento por meios eletronicos. "

Cada pixel pode assumir uma unica cor que varia do branco (soma de todas as
cores) ao preto (auséncia total de cor) passando por todo o espectro visivel. Profundidade
de cor é um termo que descreve a quantidade de bits usados para representar a cor de um
unico pixel. Quanto maior o numero de bits por pixel na imagem maior sera a escala de

cores disponivel para composicdo da imagem. "
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Uma imagem que possui intensidade de cor de apenas um bit terd somente uma
cor, que pode ser o branco ou o preto (0 ou 1 do codigo binario) enquanto outra imagem
com profundidade de bits igual a 8, tem 28 ou 256 valores (tonalidades) possiveis. As
imagens no modo tons de cinza com profundidade igual a 8 tém 256 valores de cinza
possiveis.® Além da quantidade de pixel de uma figura, a resolugdo e a cor sio

fundamentais para definir a imagem digital.
5.2 Dispositivos de capturas de imagem

Um sensor de imagem digital mimetiza o funcionamento do olho humano, agindo
similarmente a retina, captando a luminosidade das imagens gque sdo projetadas sobre ele
continuamente.”™

O sensor € um chip que pode contar com dezenas de milhdes de transdutores
fotossensiveis (células fotoelétricas), cada um capaz de converter a energia luminosa de
um ponto da imagem em elétrons (carga elétrica) gerando valores diferentes de voltagem
e criando um pixel que podera ser lido ou gravado na forma de valores numéricos que,
por meio de um microprocessador passara por um processo de conversdo analdgico-
digital gerando a imagem digitalizada. Quanto maior for a quantidade de luz incidente
sobre as células fotoelétricas do sensor de imagem, maior serd a quantidade de elétrons
gerados.®!

Em um dispositivo para captura de imagens a forma é projetada, através de uma
lente, em uma matriz bidimensional de capacitores organizados em fileiras (circuitos de
SiO»). Cada capacitor é capaz de acumular uma carga proporcional a intensidade da luz
incidente sobre si (Figura 8 (a)). Essas células fotoelétricas convertem a luz em carga
elétrica e enviam a sequéncia de voltagem para um processador que constroi a imagem e

armazena em algum tipo de midia®! como mostra a Figura 8 (b).
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Figura 8. (a) Matriz de sensores com uma zona ampliada para ilustrar a absor¢éo de luz em. (b) llustragdo
de como ocorre a conversdo da luz em sinal elétrico, em seguida, a conversdo do sinal em imagem e o
armazenamento da midia por meio de um processador. Adaptado google imagens

Basicamente, dois tipos de sensores dominam o mercado digital, 0o CCD (do inglés
charge coupled device) e o CMOS (do inglés complementary metal-oxide
semiconductor).

No sensor CCD o transporte da carga realiza-se de forma vertical e horizontal
onde cada capacitor transfere seu contetdo a seu vizinho (linha vertical) promovendo o
acumulo das cargas, por fim, o Gltimo capacitor lanca sua carga (linha horizontal) em um
amplificador, fora do sensor, que converte este sinal em voltagem. Repetindo esse
processo, o circuito converte todo o contetdo da matriz em uma sequéncia de voltagens
qgue podem ser digitalizadas e armazenadas. Essa tecnologia foi considerada durante
muitos anos superior aos sensores CMOS por apresentarem melhor resolucdo nos tons e
na luminosidade.”

Com o avanco tecnoldgico, os sensores CMOS sobressairam aos CCDs devido
suas inumeras vantagens, tais como: menor consumo de energia, menor nivel de
aquecimento, o sistema de escaneamento independente acarreta em menor interferéncia
e ruido na imagem, utilizam menos componentes e elementos eletrénicos em sua

fabricagdo, podendo assim, ser fabricado em tamanhos menores e mais compactos.®
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Desse modo, sensores CMOS sdo empregados nas cameras dos segmentos
consumidor, semi-profissional e profissional, comumente utilizados em smartphones,
webcams e cameras digitais de bolso.®

Diferentemente do CCD, um sensor CMOS é constituido por um circuito interno
composto por uma matriz de sensores de pixel, cada sensor contém um fotodetector e um
amplificador que funciona de forma independente dos demais, possibilitando a converséo
da carga em voltagem e a transformacdo da informag&o digital, diretamente, no préprio
sensor. Este funcionamento requer um desenho com elevado grau de complexidade. 8

A luz projetada nos sensores CMOS gera um sinal que pode ser interpretado de
diversas maneiras digitalmente. Ndo s6 quanto a sua intensidade mas também quanto a
seus parametros de cores. As cores sdo estimulos visuais fisicamente definidos e podem
ser quantificadas, numericamente, usando uma série de modelos (espacos de cores) tais
como HSV, HSL, CIE, CIELAB, CMYK e RGB.168

Um modelo de cores é um modelo matemético que transcreve as cores em
nameros possibilitando a extracdo de informacdes relacionadas as cores do objeto em
estudo. Assim, utilizando a eletrénica correta e ferramentas de programacao € possivel

converter os sinais em cores e vice-versa.

5.3 Modelo de cor RGB

Dentre os modelos de anélise de imagem acima citados, o padrdo RGB mimetiza
a percepcdo de cores do olho humano e foi proposto, em 1976, pelo pesquisador Bryce
Bayer. 1° Esta representacdo é conhecida como padrdo Bayer ou padrdo RGB, que se
baseia em um modelo tricromético de discernimento de cores, onde a mistura de cores
primarias aditivas, vermelho (do inglés Red), verde (do inglés Green) azul (do inglés
Blue) em diferentes combinag6es/proporcdes e niveis de intensidade podem simular todas
as cores do espectro eletromagnético na regido do visivel. 16

Esse método de deteccao foi empregado e descrito pela primeira vez, em Quimica
Analitica, por Momeni e colaboradores no final dos anos 1990, que desenvolveram um
sistema para deteccio quimiluminescente de proteina ligada ao retinol > O modelo de cor
RGB é representado geometricamente em um espaco (matriz) tridimensional denominado

por cubo de cores (Figura 9).
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Figura 9. Cubo de cores do modelo RGB

Como ilustrado na Figura 9, nas arestas do cubo tém-se as cores primarias R, G
ou B, que numericamente variam de 0 a 255 (8 bits), sendo 0,0,0 a auséncia de cor (preto)
e 255, 255, 255 a combinacdo de todas as cores primarias em maxima intensidade
(branco).

As faces representam a mistura de duas cores primarias formando assim as cores
secundarias, e a diagonal principal denota a escala de cinza. Cada ponto do sistema de
coordenadas tridimensional corresponde a uma determinada cor do espectro visivel e é
composta pela contribuicdo das cores primarias RGB com intensidades variando de 0-
255 (8 bits), ou seja, 256 niveis de cor, assim 0 numero total de cores possiveis sera igual
a 256°, cerca de 16,7 milhdes de cores.

Com os valores numéricos obtidos pela decomposicéao das cores, por meio de um
software adequado, é possivel estabelecer uma correlacdo, entre a intensidade de cor e
informac@es quimicas, através de algoritmos especificos e adquirir um sinal analitico para
determinacdes qualitativas e quantitativas com desempenho adequado.'%°

Parte do sucesso da aplicacdo de imagens digitais em determinagdes analiticas
deve-se a caracteristicas relevantes desse método, como a diminuic¢éo no custo da anélise,
substituicdo de equipamentos de custo elevado, portabilidade e simplicidade.*® O fato do
sistema ser de trés varidveis, o torna atrativo pela facilidade de interpretacdo dos
resultados em que a variagdo de cor pode, muitas vezes, estar associado a variagao da
concentragéo de uma substancia de interesse.®’

As vantagens da detecc¢éo utilizando imagens digitais estimulam sua aplicacdo em
diversas areas, tais como, deteccdo em seguranca alimentar,2®!’ seguranca

90

farmacéutica,® testes bioquimicos %, teste de qualidade da &gua,® analise de
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medicamentos para verificar a presenca de adulterantes,® diferenciar produtos
falsificados® e de qualidade inferior de produtos auténticos e ainda na identificacdo de

drogas de abuso, como a cocaina.®%
5.4 Uso de deteccdo com imagens digitais em Cromatografia Planar

Para aplicacdes em cromatografia planar as imagens séo obtidas, usualmente, com
scanners, cdmeras digitais, e mais recentemente com celulares, sendo imprescindivel o
controle rigoroso da iluminagdo da cromatoplaca uma vez que variagfes na iluminagéo
levam a varia¢Ges nas cores das imagens e, consequentemente, nos resultados analiticos
gerados.

Akar e Burnaz % propuseram um método de analise colorimétrica alternativa ao
método espectrofotométrico (método padrdo), que consiste na separacao de amostras de
extratos vegetais complexados a neocuproina (formando complexos coloridos) por CCD.
Apdbs as separacles, as placas cromatograficas eram analisadas com o auxilio de um
scanner de mesa e um software para analise das imagens (ImageJ).

Dawan e colaboradores ¢ utilizaram scanner de mesa como detector para analise
de dispositivo de CCD acoplado a um microdispositivo de papel para determinacédo de
capsaicindides totais. Ap0s a separa¢do da amostra por CCD e da rea¢do colorimétrica no
microdispositivo, este foi digitalizado por um scanner e as imagens obtidas foram
avaliadas quanto ao valor da intensidade em escala de cinza pelo programa ImageJ. O
método proposto foi aplicado para determinar os capsaicindides em amostras de p6 seco
e temperos em pa e os resultados foram concordantes com os obtidos pelo método HPLC.

Halkina e Sherma® desenvolveram um método para determinar cafeina em
comprimidos analgésicos e em bebidas do tipo cola utilizando a CCD como método de
separagdo e um scanner de mesa como detector. Ap0ds a secagem das placas, scanners de
mesa de baixo preco, comercialmente disponiveis na faixa visivel, permitiu uma imagem
de alta resolucdo das bandas, obtida ap0s a separacdo cromatografica. Nesse trabalho,
lampadas UV de 254 nm e UV de 366 nm (inclusive filtros) foram feitos sob medida para
o0 scanner de mesa com o intuito de avaliar as placas na faixa de UV ou fluorescéncia.

Embora os scanners de mesa sejam muito utilizados por fornecerem iluminagéo
uniforme com luz branca, varredura rapida, alta resolucdo Optica e por produzirem
imagens da cromatoplaca que permitem o armazenamento e manipulacdo da imagem.

Eles sdo limitados a deteccdo somente na regido visivel, necessitam de reveladores ou
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reacOes colorimétricas para tornar as bandas visiveis, os métodos validados apresentam
altos limites de deteccéo e os dados de varredura séo armazenados como um conjunto de
valores RGB que necessita, de softwares para a conversao da imagem armazenada em
informacdes cromatograficas (por exemplo, Sorbfil, JustTLC, Biostep, ImageJ, etc.) e do
uso de ferramentas quimiométricas para analise dos dados.®®

Devido a praticidade, o uso de smarphones e webcams no desenvolvimento de
sistemas de detecgdo alternativos cresce exponencialmente.

Shahvar, Saraji e Shamsaei % descreveram o emprego de smartphones na deteccao
quantitativa da morfina por meio de uma resposta quimiluminescente (atraves da reagdo
entre a morfina e permanganato de potéssio) em placas de CCD. Uma camara escura foi
desenvolvida pelo grupo para colocacéo da placa e aquisicdo das imagens pelo celular.
As imagens foram salvas na memdria do telefone e posteriormente analisadas por meio
de um aplicativo local (Rang Shenas) para Android.

Utilizando uma camera digital, Lancaster et al. 1% desenvolveram um sistema para
varredura em cromatoplacas que combinam um computador com digitalizador de video
e uma fonte de radiacdo (UV) monocromatica apropriada para iluminar e obter a imagem.
No procedimento proposto a luz refletida é captada pelo dispositivo de carga acoplada
(sensor fotoativo) para formacdo da imagem que é posteriormente analisada em software
apropriado para aquisicao das informacdes analiticas.

Nesse tipo de sistema é possivel fazer a deteccdo no UV, utilizando placas
cromatograficas com indicador fluorescente e fontes de radiacdo especificas, mas ainda
assim a interpretacdo da imagem e conversdo desta em uma resposta analitica sé é
possivel com a manipulacdo da imagem posteriormente a sua captura e ndo em tempo
real, 0 que torna a analise mais demorada além de exigir pessoal familiarizado com as
ferramentas de imagem.

Sereshti e Colaboradores " avaliaram a influéncia da salinidade do solo de
diferentes regides do Ird na qualidade do acafrdo analisando as amostras por CCD e
imagem digital. Nesse trabalho, as amostras foram separadas por CCD e as bandas foram
visualizadas sob luz visivel e sob luz UV (256nm) e imagens foram obtidas dessas placas.

As imagens obtidas foram entdo pré-processadas (compressdo, inversao,
eliminacdo da linha de base geral (usando minimos quadrados assimeétricos (AsLS)) e,
finalmente, convertidas para cromatogramas RGB. A esses cromatogramas, foram

aplicadas ferramentas quimiomeétricas para investigar o efeito de salinidade do solo, como
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parametro de cultivo, em padrbes de TLC de acafrdo. Este método foi utilizado como uma
técnica rapida e simples para obter as impressdes quimicas das imagens TLC de agafréo.

Em outro trabalho, Phattanawasin e colaboradores'®* propuseram um método de
analise de imagem de CCD para determinacdo e quantificacdo de cloridrato de
sibutramina (SH) adulterado em produtos a base de ervas. Para a separacdo
cromatogréfica os autores utilizaram placas de silica 60 F2s4 comerciais e reagente de
Dragendorff para revelagdo das bandas cromatogréaficas.

Para a quantificacdo de SH por imagem digital os autores %! digitalizaram a placa
em um scanner de escritorio e a imagem colorida (JPEG) foi redimensionada, cortada e
salva a uma resolucgdo de 40 pixels para analise de imagem do contetdo SH pelo software
Sorbfil (Sorbpolymer, Russia). O software avaliou cada banda SH individualmente e
determinou o Rt e a area do pico de SH e por fim um cromatograma foi gerado. Com base
nisso, foi construida uma curva de calibracédo e calculado o LD da técnica.

A deteccdo por imagens digitais também esta sendo amplamente empregada e
avaliada em sistemas, cromatograficos e dispositivos, a base de papel. Li et al.,1%2
descreveram o desenvolvimento de um sistema de triagem para tuberculose baseado em
aptameros ligados a enzimas, suportados em um dispositivo de papel, para a identificacdo
de cepas de micobactérias, por meio de respostas colorimétricas.

As imagens do dispositivo de papel, adquiridas pela cdmera de um smartphone
(Huawei honra 3C) eram armazenadas no aparelho mdével e, com o auxilio de um
aplicativo especifico, as informacdes RGB foram extraidas de imagens digitais, o que
permitiu estabelecer um algoritmo com base na relacdo entre a concentracdo
de Mycobacterium tuberculosis e a intensidade da cor dos pontos.

Zhang e colaboradores!®® fabricaram um quimiossensor de papel usando
nanoparticulas de Pd (para desencadear o reagcdo cromogénica de 5,5'-tetrametilbenzidina
na presenca de H>O) e testaram um smartphone comum como detector. O uso de um
aplicativo de digitalizagdo em cores para obter o sinal analitico também foi necessario
nessa proposta.

O que é possivel observar nos sistemas descritos na literatura é que, de modo geral,
s80 necessarias varias etapas, apos a aquisicdo da imagem, para se obter os resultados

analiticos, tais como: 104101

» Compressdo de imagem ou reducdo de tamanho, com o objetivo de atender os

requisitos de memoria e excluir partes que ndo apresentam informagéo analitica;
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» Pré-processamento de imagem, em que determinados parametros sdo otimizados

de forma a potencializar o sinal analitico.

» Obtencéo de dados da imagem, em que as informacdes de imagem sé&o
transformadas em dados matematicos através de uma série de modelos

cromaticos. 10t

A necessidade de processamento digital das imagens cromatogréficas e
processamentos estatisticos para extrair o0 maximo de informacgdes dos dados, torna-se
uma desvantagem do uso de imagens digitais como forma de deteccéo, conferindo assim,
maior tempo de analise, necessidade de um analista familiarizado com os softwares e
ferramentas quimiométricas, fazendo com que a anélise e interpretacdo dos dados nédo
aconteca simultaneamente em tempo real. 171818

Poole 2° afirma que a possibilidade de gravacio espectral é uma caracteristica
desejavel para aplicacbes em CCD. Até o presente momento, ndo foi encontrado na
literatura um sistema que permite a obtencdo da imagem e aquisi¢do simultanea do sinal
analitico, sem a necessidade de processamento da imagem apds a sua aquisicao.

Nesse sentido, o presente trabalho tem por objetivo desenvolver um sistema de
deteccdo baseado em imagens digitais composto por: um software para aquisi¢do de
cromatogramas em tempo real, uma cadmara de iluminacdo (UV) controlada e a
construcdo, avaliacdo e aplicacdo de placas cromatograficas alternativas para CCD na
separacdo e quantificacdo de acetaminofeno (ACM), cafeina (CAF) e acido

acetilsalicilico (AAS) em medicamentos.
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CAPITULO 3

Cromatografia em Papel



6. DETERMINACAO E QUANTIFICACAO DE |’0Ns~ METALICOS POR
CROMATOGRAFIA EM PAPEL COM DETECCAO POR IMAGENS
DIGITAIS

Nesta primeira proposta, desenvolveu-se uma estratégia mais simples de deteccéo
baseada em imagens digitais para analise quantitativa em CP, a qual permitia a aquisicao
de cromatogramas. Para avaliar a proposta realizou-se a separacao e a quantificacdo dos
ions cobre(Il) e niquel(ll) em amostras de ligas metalicas comparando-se os resultados
com aqueles obtidos por espectrometria de absorcéo atbmica em chama.

7. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

7.1 Papel cromatografico empregado

Para o desenvolvimento cromatografico utilizou-se o papel da marca Whatman,
modelo CHR1 Este papel cromatografico (100 % celulose) possui uma superficie lisa
com 0,18 mm de espessura, taxa de fluxo linear (agua) de 130 mm / 30 minutos e grande
resolucdo para separacdes analiticas gerais. Inicialmente, cortou-se as folhas de papel
cromatografico em tamanhos A4 observando-se a dire¢cdo de manufatura do papel
indicada pelo fabricante, com o intuito de manter a uniformidade das fibras para todos 0s
papéis cromatogréaficos utilizados. Sobre esses papéis foram impressas demarcacdes que
auxiliaram no corte de regides especificas para a obtencdo do chamado papel ranhudo
para cromatografia. 1%

Os moldes impressos foram recortados com auxilio de estilete de modo que, foram
obtidos 10 canais independentes com 1,0 cm de largura, onde cada uma das solucdes dos
padrdes e/ou amostras foram aplicadas. As dimensdes do papel sdo mostradas na Figura
10. Deve-se destacar que as regides escuras indicadas na figura sao retiradas durante o
corte conferindo a independéncia aos canais. A imagem de um papel devidamente cortado
é mostrada na Figura 11.

A aplicacdo da amostra fora feita a aproximadamente 1,5 cm da base do papel, na
entrada de cada canal, possibilitando corridas simultaneas e independentes para cada um

dos canais.

35



1,0cm

15,5 cm ||||||||l| 13,5cm

Local de
aplicacao
20,7 cm da amostra.

Figura 10. Esquema de dimensdes do papel cromatografico utilizado.

Figura 11. Foto do recorte do papel ranhudo.

7.2 Procedimentos para as corridas cromatograficas

Para a aplicacdo das solugfes das amostras/padrées no papel observou-se a
necessidade de ndo apoiar a regido de aplicacdo sobre uma superficie, uma vez que isso
poderia ocasionar na perda de solucdo que eventualmente atravessasse o0 papel. Nesse
sentido, utilizou-se a estratégia ilustrada na Figura 12, em que a porcdo do papel que

recebe a amostra é suspensa entre dois suportes de madeira evitando o contato dessa
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regido com a superficie de apoio. Dessa forma, nos estudos realizados, 1,5 pL das
solugdes eram aplicadas na regido indicada na Figura 12 [A] com o auxilio de uma
micropipeta.

Ap0s a aplicacdo, o papel era seco com o auxilio de um secador de cabelos e as
extremidades eram unidas de maneira que o mesmo obtivesse um formato cilindrico
(Figura 13) e, entdo, posicionado em um béquer, de altura suficiente para cobrir todo
papel, cujo o fundo continha a solucdo eluente. Com o inicio da corrida, o béquer era
tampado com uma placa de vidro e aguardava-se a frente do solvente atingir
aproximadamente 1 cm do final do papel.

Terminada a corrida, o cilindro de papel era seco ao ambiente e entdo posicionado
em um béquer contendo pequena quantidade de solucdo concentrada de amonia a fim de
neutralizar resquicios de 4cido (do eluente) no papel. E importante citar que o papel néo
entrava em contato com a solucdo de amdnia, apenas com Sseu vapor.

Por fim, ao retirar do vapor de amdnia, o cilindro de papel cromatogréfico era
aberto e fixado em um suporte para que fosse pulverizado com a solugéo reveladora de
acido rubeanico e as bandas cromatograficas fossem expostas. Para isso, foi utilizado um
nebulizador hospitalar com um bico adaptado (Figura 14) para a geracdo de um aerossol
do revelador, tornando o processo mais eficiente e evitando grandes gastos de volume

para esse pProcesso.

(B]

-~ BENNENEENNEN
it - |A]

[

[C]
Figura 12. Suporte para aplicacdo das amostras onde [A] apresenta o local de aplicacdo e [B] o local
indicado para o término da corrida [C] representa os suportes usados.
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Figura 13. Papel em formato cilindrico posicionado no béquer para a realiza¢do da corrida.
b «{ < ‘
2. iy

Figura 14. Bico adaptado para nebulizacdo da solugdo reveladora.
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7.3 Construcdo do ambiente de iluminacéo controlada

Para a realizagdo do presente trabalho, foi necesséria a construcao de um ambiente
de luz controlada e uniforme para minimizar as variagdes nas analises. Esse sistema foi
constituido por uma caixa de madeira com tampa abaulada medindo 26,5 cm de
comprimento, 17,4 cm de largura e 17,0 cm de altura, considerando a parte mais alta da
tampa, como pode ser visto na Figura 15. No interior da tampa, foram fixadas fitas de
LED branco, totalizando 168 emissores que posteriormente foram recobertos por um
anteparo branco fosco, utilizado para proporcionar um maior espalhamento da radiacéo.
No centro da tampa foi feito um furo com 1,7 cm de didmetro para posicionamento da
webcam de alta definigdo (Logitech c270) e fixadores de eléstico foram posicionados para
evitar sua movimentacao.

Os papéis cromatograficos utilizados, ap6s a revelacao, foram posicionados ao
fundo da caixa sobre um fundo branco. Para melhor aquisicdo dos sinais analiticos,
procurou-se posicionar o papel cromatografico de modo que todas as bandas
cromatogréficas pudessem ser observadas com nitidez. A distancia entre a webcam e o

papel era de 17 cm.

(A]

(8] (€]

Figura 15. Visdo geral e dimensdes da caixa usada para fazer o ambiente de luz controlada [A]. Parte
interna da tampa onde foram posicionados 168 LEDS de luz branca desligados (esquerda) e ligados (direita)
[B]. Fundo da caixa onde é posicionado o papel usado para obtencdo das medidas [C].

39



7.4 Programa de analise

Para a realizacdo das medidas foi desenvolvido um programa que permite a analise
de imagens digitais obtidas por uma webcam (Logitech c270) em tempo real baseadas no
sistema de medidas RGB. O programa foi escrito em VisualStudio 2013 e utiliza nove
delimitadores de pixels (DP), também chamados de amostradores (Figura 16). Esses
delimitadores s&o retdngulos de tamanho variavel que definem as regides da imagem onde
serdo adquiridos os sinais médios dos pixels contidos no interior de suas delimitacGes.

Para realizar as medidas, o usuario tem de definir a largura e comprimento dos DP
e posiciona-los antes da regido onde foram aplicadas as solugdes de trabalho sobre os
canais cromatogréaficos. Os ajustes destes parametros sdo feitos na interface do programa,
nos boxes mostrados na Figura 16 (1) a (6). Durante as leituras, estes DP se moverao,
pixel a pixel, a partir da zona onde foram posicionados, em direcdo a frente do solvente
de eluicdo e os valores de RGB serdo plotados simultaneamente as leituras, gerando vinte
e quatro cromatogramas (respostas para R, G e B para cada delimitador e para cada canal).

Para melhorar a relacdo sinal/ruido, os parametros da imagem, tais como brilho,
contraste, ganho, exposicdo, equilibrio de branco e intensidade da cor podem ser
ajustados antes da aquisicéo de sinal, de modo a que as bandas cromatogréaficas possam
ser observadas com elevada clareza, como mostrado na Figura 16 (A).

Apos configurar os parametros, ao clicar no botéo iniciar, o usuario € solicitado a
inserir um nome de arquivo que contera, ao final das leituras, os dados da corrida e entdo
dar-se-a inicio a corrida com o deslocado automatico dos DP, pixel a pixel, da regido
direita para a esquerda da imagem sendo obtidos os valores de RGB médio para os pixels
contidos no amostrador a cada deslocamento. A distancia total percorrida pelos
amostradores na imagem é definida pelo chamado numero de leituras (Figura 16 (C)) e
0s cromatogramas obtidos para cada canal e para cada componente de cor (RGB) séo
apresentados na janela superior direita do programa (Figura 16 (B)), enquanto que, na
janela superior esquerda do programa (Figura 16 (A)) o usuéario visualiza a imagem de
todo o suporte cromatografico.

Neste trabalho, foram usados valores de 5 pixels para largura dos amostradores e
34 pixels para altura além de 250 leituras para permitir a obten¢do dos cromatogramas

completos. As coordenadas x e y eram configuradas conforme a necessidade
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Figura 16. Interface do programa utilizado na obtencdo dos cromatogramas onde (A) indica a imagem do papel no ambiente de luz controlada (B) indica a regido dos
cromatogramas resultantes das leituras. (1) a (6) sdo os locais de configuracdo de largura, altura, coordenada X e coordenada y, posi¢do e tamanho dos amostradores
respectivamente. As configuragdes da corrida estdo representadas pelos pardmetros de leituras em (C).
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Para as realizacbes das medidas de cada ion estudado, foi definido um padrdo de

configuracdo de imagem que resultasse em um sinal analitico com melhor razdo sinal/ruido, a

depender da cor do complexo formado com o acido rubedmico. Essas mudancas sao realizadas

ajustando-se as configuracOes destacadas na Tabela 1 no préprio programa desenvolvido.

Tabela 1. Parametros de imagem usados nas medidas de amostras de Ni?* e Cu?*.

Configurages Ni%* Cu®*
Exposicao 57,1 % 57,1 %
Ganho 17,2 % 219 %
Brilho 50,4 % 16,8 %
Contraste 18,8 % 65,6 %
Intensidade de cor 12,5 % 0,0%
Equilibrio de branco 34,0 % 40,0 %
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7.5 Construcao de um sistema de detecgdo por Reflectancia na regido do visivel

Uma outra estratégia para a deteccdo dos compostos separados por cromatografia em
papel foi desenvolvida empregando-se a técnica de reflectancia utilizando uma fibra Optica
bifurcada. Nas Figura 17 e Figura 18 sdo mostradas imagens do sistema proposto especificando

cada um de seus componentes.

(1) Sistema linear com eixo cartesiano
(2) Controlador Arduino Uno

(3) Motor de passo

(4) Circuito Driver

Figura 17. Sistema desenvolvido para a movimentacdo da placa cromatogréfica. Visdo geral do sistema (a),
detalhe da mesa movel (b) e circuito eletrénico de controle (c).

Figura 18. Imagens com detalhes do sistema de deteccdo por reflectancia, para um sistema cromatografico baseado
em camada delgada de silica.
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Nesse sistema, a radiacdo visivel emitida por uma lampada de tungsténio (OCEAN
OPTICS modelo LS-1) é conduzida até a superficie cromatogréafica e a reflexdo desta radiacéo,
apos a interacdo com as substancias, € guiada para um espectrofotdmetro (OCEAN OPTICS
USB 2000), que realiza a leitura do sinal. Como pode ser visto na Figura 19, a fibra dptica
bifurcada utilizada para essa tarefa (OCEAN OPTICS, modelo QR600-7-VIS-125F) possui seis
feixes periféricos que conduzem a radiacéo da fonte até a extremidade da fibra e um feixe central

que capta a radiacdo refletida pelo sistema cromatografico e 4 mm de diametro.

)@=‘:—<

Figura 19. Fibra 6ptica bifurcada, em () a fibra completa, em (b) extremidade da fibra responsavel pela saida da
radiacéo e absorcdo da reflexdo e em (d) as extremidades da sonda.

Para movimentar a base cromatogréafica sob a extremidade da fibra foi empregado um
sistema linear com eixo cartesiano equipado com um motor de passo (NEMAZ23) que permite a
movimentacdo com precisdo de décimos de milimetros. Esse sistema foi fabricado sob medida
pela empresa TEKKNO mecatronica % e permite um deslocamento linear de até 20 cm,
possibilitando a aplicagéo para fases estacionarias de diferentes comprimentos.

O acionamento do motor de passo que ocasiona a movimentacdo da base foi realizado a
partir de um driver (MS-145-24) e do micro controlador Arduino uno, para o qual foi
desenvolvido um programa que possibilitasse ajustar a velocidade, o sentido e a distancia de
deslocamento da base. Além disso, o programa permite também a comunicacdo do micro
controlador, via RS232, com um computador pessoal facilitando o controle do sistema pelo
usuario.

Com o objetivo de controlar o sistema linear e o sistema de deteccdo
espectrofotométrico, a partir de um computador pessoal, foi desenvolvido um programa escrito

na linguagem VisualBasic 6.0 para sistema operacional Windows XP.
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Nesse programa o usuério define o curso de deslocamento a ser realizado pelo sistema
linear assim como a velocidade de deslocamento. Além disso, o usuario deve definir também
até 5 faixas de comprimentos de onda que devem ser monitorados durante a realizacdo das
leituras, gerando até 5 cromatogramas, um para cada faixa de comprimento de onda, os quais
séo salvos em um arquivo.txt ao final da corrida.

A Figura 20, mostra a interface ao usuario do programa desenvolvido e suas principais
funcionalidades. O programa apresenta trés boxes em seu layout. As principais funcdes
encontradas em cada box sdo descritas a seguir.

No box Geral encontra-se os botdes de iniciar e parar para obter o Branco. No box
Espectros encontram se as opc¢des para definir os parametros da andlise como, integracédo e
média. No box Iniciar encontra-se 0s campos, para selecionar as faixas de comprimentos de
onda que serdo monitorados, e 0s botdes: Iniciar (ap06s clicar em iniciar abrira uma janela para
salvar os dados em local especifico), Parar e Injetor (responsavel por iniciar a analise)

E importante relatar que para o controle do motor de passo do sistema linear foi utilizado
um circuito driver (MS-145-24), o qual recebe comandos de um micro controlador Arduino uno
que, por sua vez, realiza comunicacdo serial (RS232) com o computador pessoal através do

programa escrito em VisualBasic 6.0
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Figura 20. Interface ao usuario do programa desenvolvido em linguagem VisualBasic 6.0
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7.6 Reagente e solucdes

A maioria das solugdes utilizadas no trabalho foram preparadas em &gua destilada.
Quando outro solvente foi utilizado h4 a indicag&o no texto.

7.6.1 Solucdes dos ions metalicos

Duas soluc@es estoques diferentes foram preparadas:

e Uma contendo os ions metéalicos Cu 2*, Ni 2*, Zn 2" e Co ?* na concentragdo de
2 mg.mL a partir da dissolucdo das massas adequadas dos sais CuCl,.2H,0 (Vetec,
98%), NiCl>.6H20 (Riedel-de Haen, 97%), Zn,SO4.7H20 (Isopar, 99%) CoCl..6H>0
(Vetec, 98%).

e E outra, para a determinagdo de ions Ni?* e Cu?*, contendo estes ions na concentragio
de 2 mg.mL* cada a partir da dissolugdo da massa adequada dos sais CuClz.2H.0
(Vetec, 98%), NiCl..6H20 (Riedel-de Haén, 97%).

Para testes iniciais, uma solucdo padrdo contendo os quatro ions metalicos na
concentragéo de 0,25 mg.mL™, cada, foi preparada pela diluigio da solugdo estoque em

agua.

As solucdes padrdes para a construcdo das curvas analiticas utilizadas na
cromatografia de papel foram preparados com a diluicdo da solucéo estoque para obter
concentragdes de 0,2 mg.mL™* a 1 mg.mL™, com intervalos de 0,2 mg.mL™ entre cada
padrdo. Essas solucdes foram acidificadas com HCI concentrado para que as solucdes das

curvas ficassem nas mesmas condi¢des das solucdes das amostras.

7.6.2 Solucéo eluente
O eluente foi preparado com a mistura de acetato de etila, acetona e acido
cloridrico (6 mol/L) na proporcéo em volume de 9:9:2 respectivamente, totalizando os 20

mL usados nas corridas.

7.6.3 Solucéo reveladora
Uma solucéo de ditioxiamida (acido rubeénico) na concentracdo de 0,1% m/v foi
preparada pela dissolucdo da massa apropriada da substancia (Carlo Erba, 90%) em

etanol.

7.6.4 Preparo da amostra
Como amostras foram usadas trés moedas dos anos 1970 compostas por liga

cupro-niquel. Tais moedas foram partidas em 3 fracdes de aproximadamente 220 mg e
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cada fracdo foi dissolvida em solucdo de agua régia HNO3:HCI (3:1) sob aquecimento.
Posteriormente, as solu¢des foram avolumadas para 50,00 mL com &gua. Para as corridas
cromatogréficas, foram realizadas as dilui¢fes necessarias das solu¢bes das amostras de
forma que as concentracdes dos ions atendessem a faixa de concentracao estabelecida nas

curvas analiticas.

7.6.5 Preparacao dos padrdes usados na espectrometria de absorcéo atdmica em
chama (FAAS)

Para as analises comparativas realizadas em FAAS foram preparados padrdes

mais diluidos de Cu?* (1 mg.L* a5 mg.L™?) e Ni?* (2 mg.L™* a 10 mg.L!) separadamente.

Para as amostras, foram utilizadas diluigdes suficientes para adequagdo nas curvas

analiticas.
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO
8.1 Estudos preliminares com solu¢édo mista contendo quatro ions metélicos

Inicialmente foi avaliada a eficiéncia de separacdo e de revelacdo das bandas
cromatograficas a partir do procedimento descrito por Vogel,'® no qual é realizada
apenas uma inspecéo visual das bandas. Dessa forma, procurou-se realizar a separagéo
dos metais Zn%*, Cu?*, Ni?* e Co?* em uma mistura contendo aproximadamente 0,25
mg.mL* de cada elemento. Para fins de comparagéo, foram aplicados também solugdes
dos ions individuais em canais separados.

As solugdes contendo os ions bivalentes previamente citados na se¢éo 7.6.1 foram
separadas pelo método proposto por CP, onde, nos primeiros canais foram aplicadas as
solugdes individuais de Cu?*, Zn?*, Ni** e Co?*, respectivamente (Figura 21) e no Gltimo
canal aplicou-se a solucdo mista de todos os ions. Apds a adequacao do tamanho do papel

para a corrida, obteve-se o resultado ilustrado na abaixo.

TR G, S e e e
Zn2+
Cu2+
C02+
@ i2+

Figura 21. Parte do papel utilizado na corrida cromatografica contendo os ions Cu?*, Zn?*, Ni?* e Co?*,
além da mistura dos mesmos e bandas cromatograficas explicitadas em cada canal.

Observa-se que nas condigdes empregadas houve a separacdo dos ions propostos
presentes na mistura, o que pode ser confirmado pelas corridas individuais. Na Figura 21,
as setas indicam cada banda relacionada a um ion especifico, sendo bem diferenciado por
suas cores. A coloracdo cinza-esverdeada da primeira banda explicitada é caracteristica

do cobre, assim como a rosa, a azul e a amarela sdo especificas para zinco, niquel e
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cobalto, respectivamente. Outro aspecto relevante € a aparicdo das bandas em coloracdes
mais claras no canal destinado a mistura, sendo essa resultante da menor concentracdo de
ions em solucéo, sendo assim, a quantificacdo torna-se viavel.

E importante ressaltar que ndo foi possivel revelar o Zn?* com o mesmo revelador
usado para 0s outros ions. Para este ion especifico, utilizou-se uma solucéo diluida de 1,5-
difeniltiocarbazona (ditizona) em cloroférmio. Porém, essa revelacéo ndo possui duragao
tdo prolongada quanto a realizada para 0s outros metais que se tornam evidentes com o
acido rubeénico, devido a pouca estabilidade da solucdo dada pela oxidacdo a um
composto ndo reativo ou, ao deslocamento do equilibrio tautomérico ceto-enol para a
forma endlica, que produz o ditizonato de zinco que ndo apresenta a deteccéo desejavel.

Uma vez que os estudos quantitativos para zinco sdo dificultados devido a
instabilidade do produto revelado e, ndo foram encontradas amostras com quantidades
apreciaveis de cobalto, em ligas contendo também niquel e cobre, optou-se por escolher

como amostras, ligas de cupro-niquel para a realizacdo das analises.

8.2 Determinacéo de Cu ?* e Ni 2* em ligas com deteccdo por imagens digitais

Seguindo os procedimentos descritos na secdo 7.2, foram realizadas corridas
cromatograficas para a determinacdo dos fons Cu?* e Ni%* nas ligas metalicas de interesse.
Para isso, foram utilizados os padrdes de 2 mg.mL? a 1,2 mg.mL™? nos seis primeiros
canais e, nos quatro canais restantes, foram adicionadas as solu¢Ges de amostra, cuja
diluicdo foi realizada de maneira a adequa-las nas concentracdes da curva analitica obtida
para a CP.

Apos os procedimentos, as analises foram realizadas com o auxilio do programa
em VisualStudio e nele foram adquiridos os cromatogramas que possibilitaram, por meio
da altura dos picos, a obtencdo das curvas analiticas, além dos sinais para cada amostra.

Para a realizacdo das medidas, foi necessario partir o papel em duas partes, sendo
uma constituida de seis canais correspondentes aos padrdes e a outra com 0s outros quatro
canais contendo as bandas das amostras. Para evitar erros, os papéis foram posicionados
um sobre o outro de modo que as dez bandas de interesse ficassem aparentes e a leitura
dos dez canais fosse realizada em uma unica medida.

Na Figura 22 é apresentada a imagem do papel cromatografico revelado apds a

separacdo das misturas padrdo de Cu?* e Ni%* e também para as solugdes das amostras.
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Observa-se que as bandas referentes a cada ion apresentaram fatores de retencao
visualmente reprodutiveis e eficientes, além do escurecimento gradual das bandas
cromatogréaficas com o aumento da concentracdo dos padrdes. Os quatro ultimos canais
apresentam diluicdes das solucdes de amostra que, no caso da Figura 22, foi diluida para

a determinacéo de Ni®*.

I

Padroes Amostras

padrBes com concentragfes crescentes e 0s quatro canais restantes amostra do ion utilizada e o tracejado
apresenta a posicdo final de corrida do eluente.

Tendo obtido a separacdo dos dois ions e observado visualmente a variacdo de
intensidade de cores para as diferentes concentracfes, procurou-se estabelecer as
melhores condicdes de imagem para a obtencdo de sinais RGB que pudessem ser
relacionados com as concentracfes dos ions.

Como pode ser observado na Figura 22 as bandas referentes ao ion Cu?
apresentaram uma coloragdo cinza-esverdeada, 0 que acarretou em uma resposta
insatisfatdria ao se utilizar uma imagem colorida para a aquisicdo do sinal analitico. Em
outras palavras, ndo foi possivel obter uma relacdo linear dos sinais R, G ou B individuais
com a concentragdo de Cu?* quando a imagem era colorida e esse fato pode ser
confirmado com a aquisicdo do espectro de absorbancia do Cu?* (Figura 25) que
demonstra que ha uma absortividade significante do complexo em toda a faixa do espectro
visivel o que corrobora para que nenhuma resposta especifica de R G ou B apresente

resultados satisfatérios de forma isolada.
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Nesse sentido, optou-se por utilizar uma imagem em escala de cinza, 0 que
proporcionou a obtencdo do cromatograma mostrado Figura 23 na qual observa-se o
aumento proporcional da altura dos picos referentes aos padroes de cobre com o0 aumento
das concentracdes. Nota-se, entretanto, que a resposta em escala de cinza ndo € linear para
os padrdes de Ni?*.
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Figura 23. Cromatograma da corrida cromatografica obtido com padrdes de imagem para analise de Cu?*.

Para o Ni?*, observa-se na Figura 22, bandas com coloragdo azul mais nitidas que
aquela obtidas para o cobre, 0 que permitiu 0 uso da imagem colorida para a obtengéo
dos sinais analiticos referentes a esse ion. De fato, a componente R do sistema RGB foi a
que proporcionou a melhor resposta linear para as diferentes concentrac6es de niquel.

Conforme mostra o espectro da Figura 24, o maximo de absorcéo para o complexo
de niquel se da em torno de 650 nm, comprimento de onda que corresponde a coloracdo
vermelha no espectro. Esse fato pode ser constatado ao se observar os cromatogramas
adquiridos para este ion (Figura 26).
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Figura 24. Espectro de absorcdo Ni?*.
0.8
0.4 -
0.0
T T T T T T T T T 1
400 500 600 700 800 900

Comprimento de onda (nm)

Figura 25. Espectro de absorgdo Cu®*.
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Figura 26. Cromatograma da corrida cromatogréafica obtido com padrdes de imagem para andlise de Ni%*,

Outra constatacdo importante dos cromatogramas obtidos é que o programa
desenvolvido possibilitou a aquisicdo de sinais analiticos com boa razéo sinal/ruido para
a faixa de concentracdo estudada, indicando a possibilidade de uso do mesmo para
determinac6es quantitativas.

Baseado nas alturas dos picos obtidos, foi possivel construir curvas analiticas com
elevadas correlacdes lineares para os dois ions. Para o ion cobre a curva analitica é
apresentada na Figura 27 com R = 0,9964, sendo estimado um limite de deteccéo de 0,93
mg.mL™. Para o niquel, a curva analitica com R = 0,9982 e limite de deteccdo estimado
de 3,53 mg.mL™ é apresentada na Figura 28. Considerando a simplicidade das medidas,
pode-se afirmar que os limites de deteccdo obtidos sdo plenamente satisfatorios para a
determinacdo dos ions em ligas metalicas nas quais as concentragdes costumam ser

relativamente elevadas.
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Figura 27. Curva analitica obtida para determinagdo de Cu?*.
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Figura 28. Curva analitica obtida para determinagdo de Ni?*.

Esses resultados indicaram que a metodologia proposta permite obter uma
resposta analitica ndo subjetiva para a determinacdo quantitativa dos metais. De fato essas
medidas sdo normalmente baseadas na observagédo visual pelo analista, o que pode levar
ao aumento da incerteza nas medidas.

Ainda em relacdo aos indices de retengdo exibidos nas Figura 23 e Figura 26,
observa-se que, visualmente, os valores obtidos para os diferentes padrdes sdo muito
parecidos. De fato, a media do valor de Rt para o ion de cobre foi de 0,477 com coeficiente

de variacdo de 2,42 %, 0 que comprova a boa precisdo para esse parametro de separacao.
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Deve-se destacar que, para o niquel, o R¢ obtido € muito proximo de zero com
meédia e desvio padrdo também muito baixos e relacionados a pequenas variagdes na
posicao de aplicacdo, confirmando a precisdo com relacéo ao Ry.

Ja para o célculo de repetibilidade relacionada aos sinais analiticos obtidos, foi
realizada uma medida a partir de uma corrida cromatogréafica especifica contendo oito
canais com o mesmo padréo, sendo adquiridos um valor de coeficiente de variagéo de
6,56% para as anélises de niquel e 6,16% para as respostas obtidas para o ion de cobre.
Esses valores mostram que as medidas apresentam uma precisdo adequada para a
realizacdo de medidas quantitativas, haja vista que o procedimento de analise envolve a
aplicacdo de volumes muito pequenos de amostra (1,5 pL) e que a propria exatidao da
micropipeta (aprox. 2 %) assim como sua preciséo (aprox. 2,1 %) podem causar variagoes
significativas no resultado final. Além disso, é importante destacar que a medida €
realizada com uma instrumentacéo bastante simples, baseada em cromatografia em papel
e imagens digitais obtidas por uma webcam para aquisi¢do do sinal analitico.

Deve-se relatar também que os resultados descritos acima foram obtidos com base
na altura dos picos cromatograficos e ndo com relagcdo a sua area, 0 que € comumente
empregado em analises cromatograficas. Estudos empregando-se as areas nao levaram a
resultados significativamente diferentes daqueles obtidos com base nas alturas dos picos.
Dessa forma, optou-se pela altura como pardmetro analitico a ser relacionado com a
concentracdo, uma vez que esse é mais facilmente obtido a partir dos cromatogramas

brutos, tornando a analise mais rapida e simples.
8.3 Determinacédo dos ions de interesse em amostras

Para a determinacdo das amostras, usou-se como referéncia o método de
realizacdo das medidas descrito na secdo 8.2 obtendo-se as Figura 29 e Figura 30 para
determinacéo de Ni?* e Cu?* respectivamente. A partir de tais parametros, foi possivel a
obtencdo de resultados relacionados ao percentual de cada metal na liga metalica de
cupro-niquel estudada, os resultados obtidos em cromatografia de papel foram
comparados aos obtidos em espectrometria de absorcdo atbmica em chama e 0s erros

relativos estimados e apresentados nas Tabela 2 e Tabela 3.
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Amostras

Padroes

Figura 29. Imagem, do papel cromatografico, obtida pelo programa de andlise para a determinagéo de Ni%*
em amostras de moedas de cupro-niquel onde os seis primeiros canais (parte inferior) apresentam padrdes
com concentragdes crescentes e 0s quatro ultimos canais (parte superior da imagem) indicam as bandas da
amostra em replicatas. Para realizar a leitura em uma Unica medida foi necessario partir o papel em duas
partes e estas foram posicionadas um sobre a outra.

Amostras

Padroes

Figura 30. Imagem, do papel cromatografico, obtida pelo programa de andlise para a determinagdo de Cu?*
em amostras de moedas de cupro-niquel onde os seis primeiros canais (parte inferior) apresentam padrdes
com concentracdes crescentes e 0s quatro Ultimos canais (parte superior da imagem) indicam as bandas da
amostra em replicatas. Para realizar a leitura em uma Unica medida foi necessario partir o papel em duas
partes e estas foram posicionadas um sobre a outra.

Observa-se que os erros relativos (ER) encontrados para as medidas propostas,
qguando em comparagdo com espectrometria atdbmica, ndo ultrapassam 5,30 % para
amostras de niquel e 8,18 % para analises de cobre. Tais valores sdo considerados
satisfatorios devido a simplicidade de instrumentacdo do método proposto. Alem disso,
considerando nivel de confiancga de 95 %, ndo foram encontradas diferencas significativas

entre 0s resultados obtidos para cinco das seis analises realizadas, sendo encontrada
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diferenca significativa apenas para a determinacdo de cobre em uma amostra de moeda

de 50 centavos.

Tabela 2. Resultados obtidos para analise de niquel em amostras

%Ni?*
FAAS CP
Teor (%) £ SD Teor (%) £ SD ER (%)
Moeda 10 centavos 26,09 + 1,87 25,15+ 2,72 -5,30
Moeda 20 centavos 26,22 + 4,72 25,74 + 4,55 -1,83
Moeda 50 centavos 26,14+ 1,78 26,53 + 2,51 1,49

Tabela 3. Resultados obtidos para analises de cobre em amostras.

%Cu?*
FAAS CP
Teor (%) = SD Teor (%) = SD ER (%)
Moeda 10 centavos 75,72 + 2,68 74,17 + 4,78 -5,54
Moeda 20 centavos 74,04 +£1,81 73,31 +5,12 -5,60
Moeda 50 centavos 82,02+ 1,46 74,52 + 4,77 -8,18

8.4 Determinacéo de Ni%* e Cu?* em ligas metalicas por reflectancia na regiéo do
visivel

A partir das separa¢des apresentadas na Figura 22 buscou-se obter os espectros de

Ni2* e Cu?* por espectroscopia de reflectancia no visivel que pudessem ser relacionados

com as concentracGes de cada ion nas amostras.
A aquisicdo dos espectros de absorcdo de cada ion (Figura 24 e Figura 25)
permitiu estabelecer as faixas de comprimentos de ondas adequados para a realizacao das

leituras. A Figura 31 apresenta os espectros obtidos para o Ni%* e Cu?*, respectivamente.
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Figura 31. Espectros obtidos para o Ni%* (a esquerda) e Cu?* (a direita), para as faixas de concentracdo de
2al2mgmL?

Como pode ser observado, o sistema de deteccdo proposto permitiu discriminar
as intensidades das bandas para as faixas de concentragdo de 2 a 1,2 mg.mL™ para cada
analito e assim, possibilitou a construcdo da curva analitica (com base nas areas dos picos
dos espectros), para o Ni?* (y = 1,1 + 0,002 X) e para 0 Cu?* (y = 0,35 + 4,7e** x) ambas
com um coeficiente de correlagdo (R) > 0,988, indicando uma tendéncia linear da

calibracdo. As curvas sdo mostradas na Figura 32.
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Figura 32. Curva analitica para a determinacgdo de Cu?* (a esquerda) e Ni?* (a direita) com base nas areas
dos picos obtidas com medidas realizadas na faixa de 450 nm e 650 nm respectivamente.

Contudo, ao empregar essa metodologia na determinacio quantitativa de Ni?* e
Cu?* em amostras reais, como amostras de ligas metalicas, os resultados ndo foram
satisfatdrios, uma vez que as medidas ndo foram reprodutiveis e valores superiores a 15%
foram encontrados para a precisao das medidas. A principal justificativa, para o insucesso
desse método em determinagfes quantitativas de ions metalicos separados por CP, foi a
dificuldade em manter o papel a uma distancia exata e constante da fibra, haja vista que

em estudos anteriores fora comprovada a influéncia da distancia entre a fibra e a
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superficie de andlise. Ou aspecto limitante do uso dessa técnica nas determinacdes
propostas é que bandas cromatograficas (pontos coloridos no papel) eram maiores que 0
diametro da fibra (bandas ao menos com o dobro do tamanho da fibra). Isso faz com que
a medida ndo seja representativa de toda a banda mas apenas de uma regido dela o que

leva a inconsisténcias no sinal.
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9. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos na deteccdo por imagens digitais, pode-se
concluir que o método de analise proposto é uma alternativa viavel, satisfatoria e pratica
para a quantificacdo de amostras de ligas metélicas por cromatografia em papel,
minimizando assim os erros de subjetividade de analises visuais que sdao comumente
utilizadas nesse tipo de cromatografia, proporcionando maior confianca aos resultados.
Ainda ndo sendo um método exato como a espectrometria de absor¢édo atbmica em chama,
este apresentou-se bastante promissor, devendo se levar em consideracdo a simplicidade
da proposta e baixo custo da instrumentacdo sendo bem aplicada e facilmente difundida
para analises preliminares. Além disso, mais estudos sdo necessarios para atingir uma
maior gama de analitos possiveis para a analises.

Por outro lado, a quantificacdo de amostras de ligas metalicas por reflectancia
ndo apresentou resultados satisfatorios que instigassem a exploracdo dessa em estudos
quantitativos para outros analitos. Ainda que a deteccdo por imagens digitais seja um
sistema mais simples ele apresentou melhor funcionamento e resultados mais

representativos quando comparada a detecgdo por reflectancia.
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CAPITULO 4

Cromatografia em Camada Delgada
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10.UM NOVO METODO ALTERNATIVO PARA A ANALISE
QUANTITATIVA POR MEIO DE CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA UTILIZANDO UM DISPOSITIVO MULTICANAIS E
CROMATOGRAMAS COM BASE EM IMAGENS DIGITAIS

Esta proposta descreve o desenvolvimento de um método inovador, simples e de
baixo custo para realizar andlises quantitativas por cromatografia em camada delgada
(CCD), combinada com a detecgdo por imagens digitais com revelagdo no UV. Esse novo
sistema permite a aquisicao direta dos cromatogramas atraves da utilizacdo de imagens
obtidas por uma webcam e software especifico desenvolvido pelo grupo de pesquisa e
escrito em VisualStudio.

Seis dispositivos de aluminio contendo, oito canais individuais com uma fina
camada de silica fluorescente foram fabricados em laboratorio, avaliados e utilizados para
realizar a separacdo e quantificacdo de acetaminofeno (ACM), cafeina (CAF), e acido

acetilsalicilico (AAS) em comprimidos comerciais de medicamentos.

11. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

11.1Desenvolvimento das placas cromatograficas

Para a realizacdo das separacGes por CCD foi proposto um método alternativo
para a confec¢do de placas cromatograficas em que o suporte pudesse ser reutilizado
conferindo assim, menor custo ao final das analises.

Em uma placa de aluminio com dimensdes de 100 mm x 80 mm x 10 mm (largura
(L) x comprimento (C) x profundidade (P)), foram abertos com o auxilio de uma méaquina
fresa, oito canais medindo, 95 mm x 60 mm x 1,0 mm (C x L x P). Esses canais formaram
reservatorios que permitiram a deposi¢cdo controlada da suspensdo de silica, a placa é
mostrada na Figura 33 (A).

Apos a fabricacdo dos suportes de aluminio preparou-se a suspenséo de silica a
partir da mistura de 10 g de silica gel para CCD (Macherey-Nagel com indicador
fluorescente) com 35 mL de dgua destilada sob branda agitacdo em uma chapa agitadora.
E importante ressaltar que o controle da agitagdo é essencial para o sucesso da deposicao,
pois uma agitagdo vigorosa pode acarretar no aparecimento de bolhas que tornam a
superficie cromatografica irregular, enquanto que uma agitacdo muito lenta (ou sem
agitacdo) pode favorecer a precipitacdo da silica, causando erro de massa/volume na

pipetagem da suspensao.
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Figura 33. Dispositivo proposto para CCD com 8 canais usinados em uma placa de aluminio durante a
deposicao de suspensdo de silica (A). Procedimento para secagem das placas em estufa (B).

Utilizando uma micropipeta transferiu-se 0,7 mL da suspenséo de silica para cada
canal como mostra a Figura 33 (A). Isto foi seguido por leve agitacdo manual do
dispositivo depois de todos os canais terem sido preenchidos para homogeinizar o
espalhamento e deposicao da silica. Devido a viscosidade da suspensdo, a ponteira da
pipeta teve que ser cortada, aumendo assim o diametro de saida desta. A secagem e
ativagdo da silica nas canaletas foram realizadas em estufa de laboratério a 120 ° C por 3
h (Figura 33 (B)). Apo6s a secagem, as placas eram retiradas da estufa e colocadas em

uma superficie aberta em temperatura ambiente para posterior utilizagéo.

11.2Procedimento para a realizacdo das corridas cromatograficas

Para realizar as aplicacbes das amostras e das solugdes-padrdo nas placas
cromatograficas desenvolvidas utilizou-se uma micropipeta eletrdnica de oito canais (2,0-
20,0 mL - Kasvi) que foi afixada por uma garra em suporte universal para reduzir
possiveis erros provocados pela varia¢do na posicdo da aplicacdo. Abaixo da micropipeta
foi adaptado um suporte no qual era colocado as placas.

Esse suporte possuia leve flexibilidade que permitia sua inclinagdo manual para
aproximar a base da placa até a extremidade das ponteiras do pipetador automatico e
assim executar a aplicacOes, a adaptacdo acima descrita pode ser observada na Figura 34
(A). Dessa forma, 4,0 pL das solugdes dos padrdes e das amostras foram transferidas
simultaneamente para as faixas individuais de silica a uma distancia de 2,0 cm das bordas.
Apos esse procedimento as zonas de aplicagdo foram secas utilizando um secador de

cabelos.
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Figura 34. Suporte para realizar as aplicacGes das solugdes na placa cromatografica em (A). Placa de CCD
com 5 minutos de elui¢do em (B)

Para realizar as eluic@es utilizou-se uma cuba de vidro cilindrica, com didmetro
interno de 11,0 cm e 14,0 cm de altura na qual foram colocados 80 mL da mistura acetato
de etila e &cido acético na proporc¢do 8:2 e uma folha de papel cromatografico de tamanho
adequado para permitir a saturacdo da cuba. O dispositivo foi entdo colocado na cuba
cromatografica com a imersdo de aproximadamente 0,5 cm das faixas de silica no
solvente (Figura 34 (B)). Ap6s 10 minutos de eluicdo, a frente do solvente atingiu cerca
de 7,5 cm dos canais finalizando a separacdo dos analitos. Deste modo o dispositivo foi

retirado e seco em estufa durante cerca de 10 minutos a 85 ° C.
11.3Construcao do ambiente de iluminacéo controlada

Para revelacdo das bandas cromatograficas e realizacdo das medidas utilizando
imagens digitais foi necessario a construgdo de um ambiente de iluminac&o controlada de
radiacdo UV (254 nm). A Figura 35 mostra imagens da cdmara desenvolvida para este
propdsitona qual duas ldmpadas germicidas (Osram Puritec hns 11 W) foram fixadas na
parte interna superior de uma caixa de madeira (MDF) com dimens@es de 29 cm x 19 cm
x 12 cm (L x C x P) e uma janela de observagdo (3,0 cm x 2,5 cm) foi aberta entre as

lampadas para permitir a aquisi¢cdo de imagens com a webcam (Logitech HD C270).
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Figura 35. Camara para revelacéo e leitura cromatogréafica sob radiagdo UV em 254 nm.

Um filtro de absorcdo Optica com maximo de transmitancia em 500 £ 20 nm
Figura 36 (a) foi posicionado entre a janela de observacdo e a webcam com o objetivo de
filtrar a radiacdo de excitacdo da lampada. O espectro de transmitancia do filtro é

apresentado na Figura 36 (b).
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Figura 36. Filtro dptico de absor¢do, com transmitancia em 500 + 20 nm em (a) e em (b) o espectro de
transmiténcia do filtro.

Além desses componentes foi adaptado a caixa um cooler (5 cm x 5 cm) para

permitir a refrigeracdo do sistema. Na parte inferior da caixa havia um suporte com uma

66



gaveta movel que permitiu a insercao das placas cromatograficas e seu posicionamento
sob o foco da camera.

De modo geral, o procedimento de leitura, utilizando o programa descrito na
seccao 7.4, consiste em posicionar a placa cromatografica sob o foco da webcam e ajustar
adequadamente os parametros de imagem como brilho, contraste, ganho, exposicéo,
equilibrio de branco, e intensidade de cor de forma que seja possivel observar, com
elevada nitidez, as bandas cromatogréficas ap0ds as corridas e secagem das placas. Durante
as leituras, observou-se que o uso de imagens em escala de cinza melhora a identificacdo
e a deteccdo das bandas cromatogréaficas, quando comparada com as imagens coloridas.

Assim, as configuragOes foram ajustadas para fornecer uma imagem em escala
de cinza, o que, para o estudo realizado, faz com que os sinais para R G e B apresentem
a mesma magnitude durante as leituras. Realizado esse ajuste, os amostradores de R G B
sdo devidamente posicionados e, ao clicar no botéo iniciar, o usuario é solicitado a inserir

um nome de arquivo que conterd, ao final das leituras, os dados da corrida.

11.4Programa desenvolvido para realizacdo das anélises com imagens digitais

A resposta baseada no modelo RGB de imagens digitais foi utilizada para detectar
os analitos separados. Assim, o software descrito na secao 7.4 foi utilizado para adquirir
0s sinais e gerar cromatogramas que relacionam a intensidade do sinal com distancia

percorrida pelas substancias nos canais da placa de CCD.

11.5Medidas de reflectancia

Um novo método de analise topografica foi proposto para avaliar os perfis de
uniformidade da deposicdo da silica nos canais. Nesse sistema utilizou-se um
espectrometro VIS-NIR (Ocean Optics-USB-2000) equipado com uma fibra Optica
bifurcada (QR600-7-VIS125BX) que foi posicionada sobre a placa enguanto esta era
movimentada sob o feixe de radiacdo com o auxilio de um sistema automatizado equipado
com um motor de passo. Para o controle do sistema, um programa foi desenvolvido,
escrito em VisualBasic 6.0 A descri¢cdo mais detalhada deste sistema encontra-se na se¢éo
7.5 deste trabalho.

11.6 HPLC

Para avaliar a exatiddo do método proposto, os resultados obtidos para as cinco

formulacGes de analgésicos foram comparados com os valores adquiridos através do
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método cromatografico padrdo, HPLC com deteccdo UV (do inglés, High Performance
Liquid Chromatography Coupled with Ultraviolet Detector), e utilizou-se o0s
procedimentos descritos na Farmacopeia Americana para realizar as medidas.

O volume de injecao das amostras foi de 30 pL e as injecGes foram feitas de forma
automatica em um HPLC-UV. A coluna cromatografica utilizada foi a Brownlee
Analytical C18, 5 pm, 250 mm x 4,6 mm da marca PerkinElmer. Os parametros
cromatograficos do método de determinacdo estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Condi¢des cromatograficas do HPLC-UV para determinacdo de CAF, ACM e AAS em
medicamentos.

Lampada uv
Detector .
Comprimento de Onda (nm) 2751302
Modo de Eluicdo Isocrético
Tempo da corrida (min) 20,0
Bomba i .- . <
Fase Movel Metanol: Acido Acético: Agua (28:3:69)
Fluxo (mL min 1) 2,0
Forno Temperatura (°C) 25,0
Amostrador Volume de Injegdo (uL) 30
Padréo Interno (mg mL 1) " 6,0
g Acido benzoico em metanol
Solugdes x x 1
Solugéo Padrdo (mg mL 1) 0,026 (CAF), 0,1 (ACM) 0,1 (AAS)
Solugdo da Amostra (mg mL 1) Concentracédo desconhecida

11.7Microscopia Confocal

Um microscopio confocal Leica (excitacdo em 632,8 nm e 785 nm) com uma
objetiva de 50x foi usado para focalizar o feixe da radiacdo laser na amostra e coletar a

radiacédo espalhada.
11.8Reagentes e solucdes

11.8.1 Solucoes estoques
Todas as solugcdes aquosas foram preparadas com agua desmineralizada por
osmose reversa e para facilitar a dissolucdo das substancias, estas foram colocadas em
banho ultrassdnico por 10 minutos. Os reagentes utilizados possuiam pelo menos 99% de
pureza.
A solucdo estoque de Cafeina, 1,3,7-trimetilxantina (CAF), de concentracdo igual
a 5,00 mg mL? foi preparada pela dissolu¢do de 125,00 mg desta substancia (Sigma-

Aldrich) em 4gua num baldo volumétrico de 25,00 mL. Uma solucdo de estoque contendo
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3,00 mg mL* de N-(4-hidroxifenil) etanamida, conhecido por Acetaminofeno (ACM),
foi preparado por dissolucdo de 75,00 mg do farmaco (Sigma-Aldrich) em agua, seguida
de diluicdo em um baldo volumétrico de 25,00 mL. Uma solugdo estoque de &cido
acetilsalicilico (25,00 mg ml™?) foi preparada pela dissolugdo de 250,00 mg do acido
(Sigma-Aldrich) em uma mistura de etanol / agua 2:3 (v / v) num baldo volumétrico de
10,0 mL.

11.8.2 Solugbes Padréao

As solucdes padrdo contendo os trés analitos, nas faixas de concentracédo de: 0,50-
3,00 mg mL* de CAF, 0,18-0,63 mg mL™* de ACM e 0,70-4,50 mg mL™* de AAS foram
preparadas pela diluicdo adequada, em balGes volumétricos de 10,0 mL, de aliquotas das
solucBes estoques em agua. As faixas de concentracdo foram estabelecidas

empiricamente para cada analito.
11.8.3 Solucéo Eluente

A eluicéo foi realizada com uma mistura de 80,0 ml de acetato de etila (Merck) e

2,0 mL de &cido acético glacial (Bio-Grade).

11.8.4 Preparo de Amostra

Como amostras foram usadas 5 marcas de medicamentos comerciais que sdo
muito usados no tratamento de dores de cabeca e enxaqueca. Trés deles (Sonridor,
Paracetamol + Cafeina Genérico e Tylenol DC) continham apenas dois analitos, ACM e
CAF, e dois deles (Doril Enxaqueca e Migrainex) apresentavam os trés analitos em sua
formulacéo.

Os comprimidos foram comprados no mercado local e utilizados nos estudos
propostos por este trabalho. Trés comprimidos de cada fabricante foram pesados e a
massa média de cada um foi calculada. Posteriormente eles foram pulverizados num
almofariz e a massa correspondente a um Gnico comprimido foi transferida para um
béquer e sonicado durante 15 minutos com 30 mL de agua. Apds isso, a mistura foi
centrifugada, e o sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL e
diluido com &gua. Para a determinacdo quantitativa das substancias, essas solugdes
estoques foram adequadamente diluidas em agua para satisfazer as faixas de concentracéo

encontradas nas curvas analitica
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12. RESULTADOS E DISCUSSAO

12.1Avaliacéo e caracterizacéo dos dispositivos desenvolvidos para CCD

O suporte utilizado para confeccionar as placas cromatograficas de
desenvolvimento vertical, mostrado na Figura 33(A) apresentou um comportamento
adequado para esta finalidade, permitindo a fixagdo homogénea da fase estacionaria
ao longo de todo o canal. A matéria prima utilizada na fabricagdo, o aluminio, foi
apropriada devido a alta estabilidade térmica e inércia frente a solventes organicos
ampliando assim, suas possibilidades de aplicacéo.

Os suportes também se mostraram como uma alternativa eficiente e de baixo
custo para a deposicdo da fase estacionaria de maneira uniforme sem a necessidade de
espalhamento controlado da suspensdo sobre uma superficie, o que € normalmente
realizado para a confeccdo das placas em laboratério. Outra constatacdo importante
observada durante o trabalho foi a influéncia da composicao da silica na aderéncia ao
suporte de aluminio. Mesmo suspendendo a silica 60 H (Merk) em diferentes
proporc6es em agua o solido adsorvente apresentou baixa adesdo ao suporte, ndo sendo
possivel a realizacdo da corrida cromatografica vertical com esse tipo de silica.
Alternativamente buscou-se utilizar uma mistura de silica e amido descrita na
literatura®™ mas que também ndo foi obtido éxito devido a falta homogeneidade nas
superficies dos canais quando secos.

Ao se testar a silica GF2s4 observou-se melhor uniformidade e melhor aderéncia
ao suporte, até mesmo a silica que permanece em contato direto com a solugédo do
eluente ndo foi removida, possibilitando o seu uso. Além disso notou-se que 0 processo
de deposicdo possibilitou que todos os canais do mesmo suporte apresentassem
velocidades de corrida semelhantes. Como mostra a Figura 34 (B), a frente do solvente
se encontra em posic¢des similares nas fases estaciondrias ap6s 5 minutos do inicio da
corrida, o que pode indicar uma boa repetibilidade do processo de fabricacdo das
placas cromatogréaficas.

Apos estabelecer o tipo de silica ideal para a confeccdo dos canais, foi
necessario estabelecer a quantidade/volume de silica que seriam transferidos para as
canaletas, tendo em vista que a espessura das faixas de silica pode ser ajustada
controlando o volume de suspenséo depositada (28% Agua/Silica) nos canais gravados

sobre a placa de aluminio.
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Como pode ser visto na Figura 37 (A) e (B) as eficiéncias de, revestimento da
superficie e dos perfis topogréaficos das faixas de silica, sdo alteradas de acordo com
diferentes volumes de aplicacdo da suspenséo. A fotografia adquirida sob radiacdo UV
na Figura 37 (A) mostra que, volumes inferiores a 500 pL ndo sdo adequados para
cobrir a parte inferior do reservatdrio, de modo que as regiGes mais escuras nos canais
da placa evidenciam as regiGes onde a silica ndo recobriu totalmente a superficie do
aluminio, resultando em uma superficie com perfis em forma “U” como pode ser
observado na variacdo de perfil na secdo transversal da trilha de silica para os canais
com 300 pL, 400 pL e 500 pL na Figura 37 (B).

Por outro lado, para volumes maiores que 600 pL os perfis das superficies se
tornam mais uniformes, sem evidéncia de uma falta de silica no centro da trilha (Figura
37 (A)). Considerando isto, utilizou-se o volume de 700 pL de suspensdo no processo
de deposicdo. Isto proporcionou a deposicdo de trilhas planas de silica com
aproximadamente 0,5 mm de espessura. 1%’ que corresponde as espessuras de placas
de TLC feitas em laboratorio, onde uma suspenséo de silica é espalhada sobre placas

de vidro ou aluminio.1%’
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Figura 37. Fotografia dos canais de silica obtidos pela deposicéo de diferentes volumes (uL) de suspenséao

de silica (A), perfis de absorbancia das superficies dos canais preenchidos com diferentes volumes da

suspensdo de silica (B) leituras de seis diferentes canais preenchidos com 700 pL (C) e respostas de

absorbancia ao longo uma canal de silica obtido com a deposicéo de 700 pL de pasta de silica (D). Indicagdo
da posicéo e direcdo das medidas de absorbancia (MA). * Medidas de absorbéncia realizadas em 500 nm.

71



E importante relatar que os perfis superficiais dos canais de silica foram estimados
por uma técnica que ndo é usualmente utilizada para este fim monitorando-se a
absorbancia a 500 nm com uma fibra Optica bifurcada acoplada a um espectrdometro VIS
/ NIR, enquanto as faixas de silica sdo movidas sob o feixe de radiacdo (Seccdo 7.5).

Embora a técnica proposta ndo forneca informac@es sobre as dimensdes, ela pode
ser usada para fornecer uma boa estimativa dos perfis, porque o sinal de absorbancia nesse
comprimento de onda depende da distancia entre a fibra dptica e a superficie da silica.
Portanto, se a fibra estiver mais distante da superficie da silica, o sinal de absorbancia é
menor, e se a fibra estiver mais proxima dessa superficie, o sinal € maior.

Utilizando essa técnica de caracterizacdo, foram adquridas as respostas de
absorbancia, para os diferentes canais resultantes da deposi¢do de 700 pL de suspensdo
de silica. Como mostrado na Figura 37 (C), os perfis sdo bastante semelhantes para
maultiplos canais e apresentam uma variagdo muito pequena no sinal de absorbéancia (0,00
+0,01). Isto demonstra uma reprodutibilidade adequada dos procedimentos de deposicéo.

Além disso, a Figura 37 (D) mostra que as medidas de absorbancia realizadas em
500 pontos ao longo do canal de silica apresentam pequenas variagdes (0,00 = 0,01). Isso
indica que ha uma uniformidade adequada da camada sobre toda a extensdo do
reservatorio.

O perfil superficial dos canais também foi investigado utilizando a microscopia
confocal. Essa técnica permitiu enxergar com precisdo a distribuicdo da silica ao longo
dos canais. Como pode ser observado na Figura 38 quanto menor a quantidade de
suspensdo colocada nos canais menor a homogeneidade da superficie, resultando em um
canal poroso e irregular, fatores esses que prejudicam, o tempo e a homogeneidade da
corrida, a separacao e a distribuicdo das bandas.

A medida que o volume de silica aplicado nos reservatérios aumentam aumenta-
se também dispersdo do adsorvente, produzindo assim superficies mais compactadas e
lisas (Figura 38 (D-F)), que produzirdo separagdes mais eficientes e bandas mais nitidas
com melhor resolucdo. Os resultados encontrados na microscopia corroboram os perfis

estabelecidos pela andlise de absorbancia.
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Figura 38. Imagens obtidas por microscopia confocal dos canais preenchidos com diferentes volumes de
suspenséo de silica.

12.2Avaliacéo do sistema de deteccao baseado em imagens digitais na determinacao

de dois analitos

Apds a caracterizacdo das placas, essas foram usadas para realizar a separacéao e
quantificacdo de ACM e CAF para avaliar o desempenho dos dispositivos propostos. Para
as determinagdes, solugBes padrdo contendo CAF e ACM nas faixasde 1-6mgmL?e
0,4 - 2.2 mg mL*! respectivamente, foram utilizadas para estabelecer as curvas analiticas.

O estudo permitiu a construgdo das curvas analiticas (yacm = 75.24x - 7.24), (Ycar
= 35.65x - 6.13) que sdo apresentadas na Figura 39, as quais foram obtidas empregando-
se as alturas dos picos. Coeficientes de correlacdo (R) de 0.9925 para CAF e de 0.9938
para ACM, indicaram uma tendéncia linear satisfatoria das calibragdes, considerando que
as curvas foram construidas com 6 pontos baseadas exclusivamente em uma analise direta
por imagens digitais.

Os limites de detecgdo de 0,52 mg mL para CAF e de 0,79 mg mL* para ACM
foram obtidos através da equacdo yLD = yp + 3 Syb, Onde y € 0 intercepto em y obtido a
partir da curva de calibracéo e Sy, € 0 desvio padréo deste intercepto. Os limites obtidos
indicam que o sistema cromatografico e 0 método de deteccdo desenvolvidos sdo boas
alternativas na separacdo e quantificacdo de farmacos. O limite de quantificacdo (LQ)
calculado foi de 1,56 mg mL™ para CAF e de 2,37 mg mL* para ACM foram obtidos
através da equacdo LQ = 3 LD.
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Ainda, é importante relatar que, acima das faixas de concentracdo apresentadas,
observou-se a saturagdo do sinal analitico tendo em vista que os sinais em RGB variam
de 0 — 255 e, abaixo dos valores de concentragcdo apresentados anteriormente, ndo foi

possivel detectar as substancias.
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Figura 39. Curvas analiticas para determinacdo de CAF a esquerda e ACM a direita.

Na Figura 40 é apresentado os cromatogramas, com elevadas razdes S/R para 0s
analitos, e a imagem da placa adquirida em escala de cinza. Observou-se que 0 uso de
imagens em escala de cinza, quando comparadas as imagens coloridas, melhora a
identificacdo e a deteccdo dos pontos cromatogréficos.
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Figura 40. Cromatogramas (A) e imagem da placa (B) para corridas com cafeina (1,0 a 6,0 mg mL™) e
paracetamol (0,2 a 2,1 mg mL™) indicados pelos nlimeros 1 e 2, respectivamente

De fato, com o uso dessa estratégia (escala de cinza), a fluorescéncia verde da
silica é eliminada, e o sinal da linha de base pode ser ajustado para zero para reduzir
significativamente o ruido ajustando o contraste da imagem ao nivel méximo e variando
adequadamente o brilho antes da aquisicdo do sinal. Portanto, uma ampla faixa de

resposta RGB (0-255) pode ser usada para deteccdo o que, para o estudo realizado, faz
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com que os sinais para R G e B apresentem a mesma magnitude durante as leituras e
fornecem respostas idénticas como consequéncia das imagens incolores.

Também € importante considerar que o sinal no cromatograma resulta da
diferenca de um canal RGB (R, G ou B) e o valor de um pixel branco (255), que fornece
um pico (sinal aumenta da regido branca dos canais para pontos cinza ou preto) quando a
deteccdo é realizada.

Para avaliar a repetibilidade de todo o processo, desde a fabricagdo do dispositivo
até a aquisicdo do sinal analitico, realizou-se varias corridas cromatograficas com uma
solucdo contendo 4,4 mg mL? de CAF e 1,6 mg mL! de ACM. As bandas
cromatogréaficas resultantes da separacdo apresentaram desempenho similar para os
parametros Rt e altura do pico, onde foi observado pequena variagdo nos valores de Ry,
sendo obtido valores médios de 0,24 (CAF) e 0,63 (ACM) com precisdo de 4,91% e
0,81% enquanto que, para a altura do pico, os valores médios obtidos foram de, 172,86
(CAF) e 178 (ACM) com preciséo de 1,54 % e 0,94% respectivamente. O que mostra que
o procedimento é bastante reprodutivel evidenciando que a técnica desenvolvida é
aceitavel para analises quantitativas. As imagens, da placa e dos cromatogramas, sdo

apresentadas na Figura 41.
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Sinal RGB (Escala de Cinza)

100 +

Figura 41. Fotografia do dispositivo proposto sob radiagdo UV (& esquerda) apos a separacdo de CAF 1,6
mg mL* (1), ACM 4,4 mg mL™(2) e os cromatogramas, baseados em imagens digitais adquiridos para os
oito canais da placa.

12.3Determinacéo de CAF e ACM em medicamentos

Para avaliar a aplicabilidade do método proposto, o sistema foi empregado na
quantificacdo de CAF e ACM em trés formula¢Ges comerciais de medicamentos para
tratar dor de cabeca. De modo geral, uma boa exatiddo foi conseguida para ambos analitos

quando comparados com os valores de referéncia dos rotulos.
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Erros variando de 1,05% - 2,03% para CAF e 0,1% - 2,60% para ACM, sugerem
que a detecgdo por imagens digitais pode realizar determinagdes quantitativas em
separagdes por CCD. Os valores médios das concentracdes de CAF e ACM obtidos foram
testados por teste t a um nivel de confianca de 95% e essas ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas, como pode ser observado na Tabela 5 e Figura42.

Tabela 5. Valores de concentragdo e seus respectivos erros.

Comprimido [CAF] Rétulo Erro
mg/comprimido + SD mg/Comprimido (%)

C1 66,0+ 2,0 65 1,5
C2 66,3+2,1 65 1,4
C3 65,7+ 0,6 65 -0,6

Comprimido [ACM] Rétulo Erro CAF

mg/comprimido + SD mg/Comprimido (%)
ACM

C1 502,0 £ 15 500 0,5
C2 500,5 + 3,8 500 0,10 = .
Figura42. Corrida

C3 513,0+0,7 500 2,70 cromatogréafica dos
padrées (1-4) e da
amostra (5 e 6).

Devido a melhor sensibilidade e a uma relagéo sinal / ruido superior, a detec¢édo e
quantificacdo é frequentemente realizada por HPLC, mas os estudos comprovaram uma
6tima eficiéncia do sistema desenvolvido mostrando que este pode ser uma alternativa
para determinacgdes quantitativas por ser uma op¢do menos dispendiosa, portatil e de facil
aplicacdo in loco.

12.4Avaliacéo do sistema de deteccao baseado em imagens digitais na determinagao

de trés analitos

A Figura 43 mostra uma imagem do dispositivo exposto a radiacdo UV ap0s a
separagdo dos analitos (CAF 1,50 mgmL"! ACM 0,36 mg mL e AAS 2,25 mg mL™ %)

com o0s cromatogramas resultantes baseados em imagem digital.
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Figura 43. Fotografia do dispositivo proposto sob radiacdo UV (A) e cromatograma baseado em imagens
digitais (B) adquiridos nos oito canais. Pontos para CAF 1,50 mg mL%, ACM 0,36 mg mL™ e AAS 2,25
mg mL1 (3).

* Resposta para um dos canais RGB subtraidos do valor de um pixel branco (255).

As médias e os desvios padrdes calculados para os Rt e para as alturas dos picos,
dos analitos separados em oito canais do dispositivo cromatogréafico sdo apresentados na
Tabela 6. A precisdo para R (CV <2%, n = 8) mostra que 0s canais individuais de silica
apresentam desempenho semelhante para a separacao dos analitos. Isto indica que os erros
aleatdrios, que poderiam ocorrer durante o processo de fabricacdo, ndo influenciaram
significativamente na aplicagéo da proposta.

Para as alturas dos picos coeficientes de variacdo de 0,7%, 5,5%, e 7,7% (n = 8)
foram estimados para CAF, ACM e AAS, respectivamente. Apesar do fato de que as areas
de pico serem mais comumente usadas como sinal analitico para fins quantitativos, uma
melhoria significativa na precisdo ndo foi detectada quando as areas foram usadas em vez
das alturas dos picos. Assim, como as alturas dos picos sdo mais faceis e rapidamente
estimadas, elas foram usadas como sinais analiticos.

Tabela 6. Fatores de retencéo e alturas dos picos calculados para CAF (1,5 mg mL 1), ACM (0,36 mg
mL 1) e AAS (2,25 mg mL 1) com base no cromatograma descrito na Figura 43.

R+ Altura do Pico

(Média £ SD) (Média £ SD)
CAF 0,48 £0,01 1401
ACM 0,77 £0,01 73+4
AAS 0,90 £0,01 78+6

As variacOes na resposta RGB em cada canal do método proposto, deve-se a uma
série de fatores tais como, a uniformidade da irradiacdo de luz UV sobre o dispositivo de
CCD, a precisédo na aplicacdo dos volumes de padrdo e de amostra nos canais, as

espessuras das camadas de silica, entre outras. Tendo em vista esses interferentes, pode-
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se afirmar que o CV estimado para alturas dos picos dos analitos estudados indicam uma
precisdo satisfatoria das separa¢bes por CCD com deteccdo por imagens digitais.

Para construir as curvas analiticas dos trés analitos, seis solu¢des padrdo foram
preparadas. Para proporcionar uma separacdo e deteccdo mais eficiente de todos os
compostos estudados em uma Unica etapa cromatogréafica, foi necessario ajustar as faixas
de concentracéo das solucBes padrdo e prepara-las com concentracfes crescentes de ACM
e concentracgdes decrescentes de AAS, evitando a sobreposicdo de picos.

Os cromatogramas representados na Figura 44 (B) foram adquiridos a partir da
imagem em escala de cinza do dispositivo de CCD ap0s a separagdo dos analitos para seis
solugdes padrdo Figura 44 (A).

(B)

200+
180 4

100 4

RGB signal -255*

504 |

Figura 44. (A) Imagem em escala de cinza do dispositivo sob radiacdo UV. Bandas cromatograficas dos
analitos, CAF 0,50-3,00 mg mL * (1), ACM 0,18-0,54 mg mL ~* (2), AAS 0,70-4,50 mg mL™ (3)
Indicacdo dos delimitadores de pixels (DP)e do sentido das leituras (SL). (B) Cromatogramas baseados em
imagem adquiridos para CAF (1) 0,50 a 2,50 mg mL*, ACM (2) 0,18 20,45 mgmL'e AAS (3) 0,7a3,75
mg mLL. Picos em linhas pontilhadas ndo foram usados para fins de calibragéo.

De fato, como observado nos cromatogramas da Figura 44, os pontos foram
adequadamente detectados com relagdes sinal-ruido aceitaveis, fornecendo a distingéo de
pelo menos cinco concentracdes por analito. Além disso, como os canais do dispositivo
de CCD proposto limitaram o alargamento lateral das bandas mais concentradas e devido
o fato dos delimitadores de pixels (DP) cobrirem toda a largura do canal, ndo foi
necessario realizar a deteccdo individual dos pontos usando software adicional apds a
aquisicdo das imagens, como ocorre em outros métodos que utilizam placas de CCD
comerciais.'*% Portanto, os sinais analiticos para todos os analitos em diferentes
concentragdes sdo simultaneamente adquiridos em todas as faixas em uma Unica imagem

em tempo real, 0 que facilita os procedimentos para os usuarios ndo familiarizados.
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Para CAF e AAS, picos adquiridos para os padrées mais concentrados, indicados
por uma linha tracejada na Figura 44, apresentaram alturas semelhantes as dos padrdes
imediatamente menos concentrados, inferindo uma possivel saturacdo dos sinais RGB
para concentracfes mais elevadas. Considerando isto, 0 padrdo mais concentrado para
cada analito ndo foi considerado para fins de calibracdo. Apesar da possibilidade de
realizar calibragdo linear com seis niveis de concentracdo para 0 ACM, o padrdo mais
concentrado também foi excluido das curvas analiticas de modo a combinar com o
numero de padrdes (cinco) utilizados para a calibracdo da CAF e AAS.

Com base nas alturas dos picos adquiridos para os padrdes de CAF, ACM e AAS,
as curvas analiticas foram calculadas e representadas graficamente, como pode ser visto
na Figura 45, com coeficientes de correlacdo linear (r> 0,99) apropriados, evidenciando
0 emprego da estratégia proposta para uma calibracdo eficaz. A Tabela 7 traz as curvas
analiticas de cada analito bem como os valores dos coeficientes e os limites de deteccédo
(LD) estimados.

Tabela 7. Resultados para calibracdo e seus respectivos coeficientes de corre¢do linear baseados nas alturas
dos picos e limites de deteccdo estimados.

Analito Faixa de concentracéo Equacdo da Reta R LD LQ
(mg mL?) (mgmL?1)  (mgmL?)

CAF 0.50 — 2.50 y=822x+17 0.997 0.40 1.2

ACM 0.18-0.45 y=310x-36.2 0.998 0.20 0.6

AAS 0.70-3.75 y=40x+18.41 0.996 0.60 1.8
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Figura 45. Curvas analiticas para a determinacdo de CAF 0,50-2,50 mg mL "' em (A), ACM 0,18 a 0,45
mg mL "2 em (B) e AAS 0,7 a 3,75 mg mL "t em (C) com base nas alturas dos picos obtidas com medidas
realizadas por imagens digitais e revelagdo UV

Os LD, também listados na Tabela 7, foram determinados realizando a separacao
cromatografica para solugdes padrdo menos concentradas do que as usadas para fins de
calibracdo que continha concentragdes crescentes dos analitos. As imagens resultantes
foram monitoradas para encontrar a concentracdo minima capaz de proporcionar uma
resposta RGB diferente daquela da solucdo do branco. Os valores estimados foram
semelhantes aos encontrados com outros métodos de CCD realizadas com placas
comerciais!! e atendem as concentragdes necessarias para realizar a determinacgdo dos

farmacos estudados em preparacdes comerciais.
12.5Determinacédo de CAF, ACM e AAS em medicamentos

Com o sucesso na separacgéo e quantificacao de trés analitos simultaneamente, dois
farmacos comerciais foram submetidos a analise pelo sistema desenvolvido a fim de testar
a precisdo do método. Os resultados obtidos foram comparados com os valores adquiridos
pelo método de referéncia (HPLC) e com as informag@es contidas no rétulo do produto.

Devido ao sistema apresentar um LD menor para 0 ACM e este possuir elevada
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concentracdo nos medicamentos houve a necessidade de realizar as medidas em
momentos diferentes, sendo que, em uma placa adquiriam-se 0s sinais para CAF e AAS
(Figura 46(A)) e em outra placa realizava-se as leituras para ACM com a solugédo da
amostra mais diluida (Figura 46(B)). E importante relatar que as solugdes das amostras
foram aplicadas nos canais mais internos da placa (A1, A2, As) a fim de minimizar alguns

efeitos ocasionados pela falta de total uniformidade da iluminagéo.

(A)

AAS ACM CAF

Figura 46. Imagem, em escala de cinza, da placa sob radiacdo UV para a quantificacdo de CAF e AAS em
amostra de medicamento (A) e imagem da placa ap6s a separagdo cromatogréafica da solugdo mais diluida
da amostra para quantificacdo de ACM (B). A1, Az, Az indicam os canais onde foram aplicadas as amostras
e 1-5 indicam os canais onde foram aplicados os padrdes, sendo estes crescentes para CAF e ACM e
decrescentes para AAS.

Como listado na Tabela 8, erros relativos abaixo de 5% foram encontrados para a
maioria dos analitos estudados e nenhuma diferenca significativa foi observada
comparando os conteidos encontrados em um nivel de confianca de 95%. Portanto, foi
demonstrado que o aparelho proposto em laboratério pode ser usado com precisdo
adequada para quantificar o contetdo dos medicamentos presentes em comprimidos.

Tabela 8. Resultados para a determinacdo de CAF, ACM e AAS em comprimidos comerciais de
analgésicos para enxaqueca

CAF
Amostra TLC* Rotulo* Erro (%) HPLC* Erro (%)
A 66.3+ 1.0 65 2 65.7+1.3 0.9
B 63.7+ 3.0 65 -1.9 66.1+18 -3.6
ACM
Amostra TLC* Roétulo* Erro (%) HPLC* Erro (%)
A 249.2+ 115 250 -0.3 250.4+0.6 -0.5
B 255.0+9.0 250 2 2504104 1.8
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AAS

Amostra TLC* Rotulo* Erro (%) HPLC* Erro (%)
A 261.0+7.0 250 4.4 247.7+0.6 5.4
B 241.8 +3.7 250 3.3 251.4+0.3 3.8

* mg por comprimido (média + SD)

Ainda, é importante destacar que todos os aparelhos utilizados para realizar os
estudos, incluindo: os seis dispositivos multicanais usinados em aluminio para a
deposicao de silica, a webcam, a caixa, e as lampadas UV para a deteccdo baseada em
imagens digitais foram comprados por um custo de aproximadamente R$ 350,00. Este é
um kit de baixo custo, se considerarmos a informacédo analitica que pode ser acessada
com o seu uso. Além disso, uma placa de CCD comercial com a mesma area da placa
feita em laboratdrio e capaz de executar separacOes idénticas para oito solugdes aplicadas

paralelamente é cerca de 10 vezes mais cara que o dispositivo de CCD proposto.
12.6Estudos Comparativos

Os dispositivos desevolvidos foram comparados com placas de CCD comerciais
(Sigma Aldrich, Placa para CCD com indicador Fluorescente 254 nm 10 cm x 6 cm)
quanto a linearidade das curvas analiticas, a repetibilidade do sinal analitico e do Rre 0
desempenho na separacdo de volumes menores e maiores.

A solucio padrdo contendo CAF (1,5 mg mL ) ACM (0,36 mg mL 1) e AAS
(2,25 mg mL 1) foi aplicada na placa lab-made e na placa comercial e em seguida,
realizou-se a eluicdo, sob as mesmas condic¢des, para as duas placas. Os cromatogramas

e as imagens das placas podem ser vistas nas Figura 47 e Figura 48 respectivamente.

Figura 47. Cromatograma (esquerda) e imagem da placa (direita) apds a separacdo do padréo contendo
CAF (1), ACM (2), AAS (3). A mesma solucéo foi aplicada em 5 canais. 82
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Figura 48. Cromatograma (esquerda) e imagem da placa de CCD comercial (direita) apos a separacao do
padrdo contendo CAF (1), ACM (2), AAS (3). A mesma solucédo foi aplicada 5 vezes, na base da placa
com distancia de 1 cm entre cada aplicag&o.

As médias e 0s desvios padrfes para 0s Rt e para as alturas dos picos, dos analitos
separados em cinco canais da placa feita em laboratorio e em cinco pontos de aplicacdo
da placa de CCD comercial foram calculados. Para as duas placas avaliadas, o CV para o
Rf (<5%, n = 5) indicou boa precisdo nas analises com desempenho semelhante na
separacdo dos analitos. J& para as alturas dos picos a placa comercial apresentou
coeficientes de variacdo maiores que do dispositivo proposto, da ordem de 1,8%, 7,5%, e
15,8% (n =5) estimados para CAF, ACM e AAS, respectivamente. Indicando que mesmo
a placa comercial possui erros inerentes nas aplicagdes quantitativas, e que a placa
desenvolvida em laboratério apresenta-se como uma boa op¢ao na substituicdo das placas
comerciais.

Para construir as curvas analiticas dos trés analitos, utilizou-se as solu¢fes padrao
que foram preparadas anteriormente neste trabalho, nas faixas de concentracdo de CAF
0,50-2,50 mg mL 1 ACM 0,18 a 0,45 mg mL ! e concentracdes decrescentes de AAS

3,75a0,7 mg mL?, para evitar a sobreposicdo de picos.
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Figura 49. Cromatogramas (esquerda) e imagem da placa comercial de CCD (direita) para corridas com
CAF (0,5 a 2,0 mg mL?), ACM (0,18 a 0,36 mg mL) e AAS (0,70 a 3,00 mg mL™?) indicados pelos
nameros 1, 2 e 3, respectivamente.

Empregando a placa de CCD comercial na separagéo dos analitos utilizados nesse
trabalho foi possivel construir as curvas analiticas com quatro pontos para cada analito.
Com base no cromatograma apresentado na Figura 47. E possivel inferir a saturacdo do
sinal a partir das concentragdes de 2,00 mg mL™ de CAF e 0,36 mg mL™* de ACM. Para
0 AAS foi observado um espalhamento lateral das bandas, indicando a sobreposi¢édo
destas, fator este que dificulta as leituras pelo método proposto baseado em imagens
digitais.

Tabela 9. Resultados para calibracéo e seus respectivos coeficientes de corre¢do linear baseados nas alturas

dos picos e limites de detec¢do estimados para as separacdes realizadas na placa de CCD comercial e na
placa de CCD lab-made proposta

Analito Faixa de concentracdo Equacdo da Reta R
Placa de (mg mL)
ccD CAF 0,50 - 2,00 y=63x+40,5 0.9956
Comercial | ACM 0,18 -0,36 y =408,9 x-71,3 0.9966
AAS 0.70 - 3,00 y=329x+713 0.9884
Analito Faixa de concentracdo Equacéo da Reta R
Placa de (mg mL+)
CCD CAF 0.50 — 2.50 y=68,4x-98 0,9981
Lab-Made ACM 0.18 - 0.45 y=454,4x-73,2 0.9941
AAS 0.70-3.75 y =69,29 x - 47.41 0.9972
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As separacOes cromatograficas com o dispositivo proposto permitiram a
construcdo das curvas analiticas com boas linearidades (R>0,99), e boa resolugdo de
leitura para as cinco concentragdes estudas, como pode ser observado na Figura 48.As
equac0es e faixas de concentracdo sdo mostradas na Tabela 9. Com base nos resultados
obtidos para as duas placas, € possivel inferir que o desempenho das placas fabricadas em
laboratério é satisfatério e altamente vantajoso, quando comparada a placa de CCD

comercial, em separagdes de solu¢Ges mais concentradas.
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Figura 50. Cromatogramas (esquerda) e imagem do dispositivo proposto para CCD (direita) para corridas
com CAF (0,5a 2,5 mg mL?), ACM (0,18 a 0,45 mg mL™?) e AAS (0,70 a 3,75 mg mL™) indicados pelos
nameros 1, 2 e 3, respectivamente.

Afim de avaliar a capacidade volumétrica suportada pelas placas, quantidades
crescentes de solucdo padrdo foram aplicadas na placa de CCD comercial e na placa de
CCD feita em laborato6rio. Apo6s as aplicacdes, as placas foram eluidas e as bandas foram
reveladas na camara UV como podem ser vistos na Figura 51.

9uL

1ul

Figura 51. Imagem da placa de CCD comercial (a esquerda) com volumes crescentes (sentido da seta) de
aplicacdo da solucdo padrdo. Dispositivo proposto (a direita) apos separacdo de diferentes volumes da
solugdo padrdo aplicada (1 pL -9 pL)
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A placa comercial apresentou maior sensibilidade, capaz de detectar com boa
resolucé@o volumes menores de amostra (1 pL). Para volumes maiores, a partir de 3 pL as
resolucgdes das bandas ficaram comprometidas uma vez que, ao utilizar volumes maiores
ocorre um alargamento das bandas e estas aglutinam-se inviabilizando a leitura para
quantificacdo direta da substancia. O mesmo comportamento ndo € observado no
dispositivo proposto uma vez que, os canais sdo individualizados e separados por uma
barreira fisica, fato este que inviabiliza a sobreposicdo lateral das bandas. Assim, com 0
aumento do volume, ha o aumento do tamanho da banda somente ao longo do canal,
resultando em bandas mais largas apenas longitudinalmente possiveis de serem
detectadas e quantificadas pelo sistema baseado em imagens digitais. Outra caracteristica
da placa de CCD é a possibilidade de ajustar a espessura da camada de silica de acordo
com o volume de suspensdo depositado no canal. Dessa forma, camadas de silica mais
grossas suportam volumes de amostras maiores, enquanto que canais mais finos

comportam apenas pequenos volumes.
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13. CONCLUSAO

Pode-se concluir que os suportes propostos para o desenvolvimento de placas para
CCD sdo uma alternativa viavel para a fixacdo do material adsorvente ao substrato,
facilitando todo o procedimento. A combinagdo de um dispositivo com multicanais de
silica feito em laboratorio e a detec¢do baseada em imagem digital adquirida por uma
webcam pode ser uma alternativa eficiente e de baixo custo para realizar a separacao e
quantificacdo de farmacos por CCD com revelagao no UV. A determinacao do contetdo
de ACM, CAF e AAS em comprimidos demonstra uma aplicacdo Util da estratégia

proposta que pode ser explorada para analitos adicionais no futuro.
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CAPITULOS5

Método Alternativo para CCD utilizando impresséo em 3D
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14. ESTUDOS PARA A DETERMINACAO DE LEVAMISOL EM
AMOSTRAS DE COCAINA POR CCD E DETECCAO POR IMAGENS
DIGITAIS: UM METODO ALTERNATIVO PARA A CONFECCAO DE
PLACAS CROMATOGRAFICAS UTILIZANDO IMPRESSAO EM 3D

Esta proposta relata o desenvolvimento de um método alternativo para a confecgéao
de placas de baixo custo, impressas em impressora 3D que servirdo como suporte para a
FE em CCD. O método proposto é simples e de baixo custo e visa realizar analises
quantitativas por cromatografia em camada delgada (CCD), combinada com a detec¢édo

por imagens digitais com revelacdo no UV.

15. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para a fabricacdo dos suportes para CCD foi utilizada uma impressora 3D Cliever
— CL 1 black edition, abastecida com filamentos de &cido polilatico (PLA), em conjunto
com o software SketchUp 2016 para o desenvolvimento do layout.

Foram impressos dois modelos de placas, uma com quatro e outra com seis canais.
As placas de quatro canais possuem 117 mm x 54 mm x 10 mm (C x L x E), sendo que
0S seus canais possuem 78 mm x 5 mm x 1 mm (C x L x P) (Figura 52 A) Ja a placa de
seis canais tem 113 mm x 63 mm x 13 mm (C x L x E), sendo que 0s seus canais possuem

84mm x 6mm x 1mm (C x L x P) como mostrado na Figura 52 B.

- —
L h

Figura 52. Suportes em PLA para CCD com quatro (A) e seis (B) canais
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A silica foi preparada com uma proporc¢do de 5 % em massa de amido soluvel
(Dindmica) e 95 % em massa de silica gel incorporada com revelador fluorescente 60
Hf245+366 (Merck). Desse modo, cerca de 250 mg de amido eram solubilizados em 17,5
mL de dgua quente e, em seguida, pequenas porc¢des de silica foram adicionadas a solucao
sob agitacdo até que se completasse a massa total de 5 g de silica.

Finalizada essa etapa, foram adicionadas mais duas aliquotas de 5 mL de &gua
para se obter a suspensdo desejada. E importante relatar que essa composicéo de silica foi
a que apresentou os melhores resultados entre outras composicdes avaliadas.

Em seguida, 450 pL da suspensdo, mantida sob agitacdo constante, foram
transferidos para os canais com 0 uso de uma micropipeta. Para evitar eventual
entupimento da ponteira, o diametro de sua extremidade foi aumentado por meio de um
corte realizado com um estilete. Ap6s a transferéncia da suspensédo para todos os canais,
a placa foi movimentada de forma a proporcionar uma distribuicdo mais uniforme do
solido nos canais e imediatamente transferida para uma estufa a 70°C onde permanecera
por aproximadamente 50 minutos. A Figura 53 mostra fotografias que ilustram parte

desse procedimento.

Figura 53. Deposicdo da suspensdo de silica nas placas.de PLA

15.1Estudos para separacao de cocaina e levamisol por CCD

Solugdes padrdo de cocaina com concentragdes variando entre 5 mg mL™2 e 10 mg
mL* foram preparadas pela dissolu¢do de massas apropriadas da droga em metanol. E
importante relatar que foi utilizada a cocaina em sua forma de cloridrato, a qual foi
purificada e gentilmente cedida pelo Instituto Nacional de Criminalistica da Policia
Federal localizado em Brasilia. Solugdes padréo de cloridrato de levamisol na faixa de
concentracgdo de 1,0 a 10,0 mg mL? foram preparadas pela dissolucdo da substancia

(Sigma-Aldrich) em metanol.
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Uma solucdo de metanol com hidréxido de amonio, nas proporc¢des de 99,5 % e
0,5 % (v/v) respectivamente, foi utilizada como eluente. Para as corridas, 80 mL do
eluente foram transferidos para um béquer de forma alta de 500 mL cuja as paredes foram
forradas com papel cromatografico embebido no eluente.

Usualmente, volumes da ordem de 3,0 pL da solucdo dos padrdes eram aplicados
a 2,0 cm de uma das extremidades do canal com silica e, entdo, a extremidade mais
proxima da aplicagdo era mergulhada na solugdo de eluente. Desse modo, cerca de 0,5
cm da silica contida nos canais ficavam em contato com a solucdo, permitindo uma
corrida cromatografica em um intervalo de aproximadamente 7 minutos Terminada a
corrida, a placa foi colocada em estufa a 70 °C por cerca de 10 minutos antes da realizagéo
das medidas. A camara de revelacdo UV e 0 programa utilizado para realizagdo das

leituras ja foram descritos nas se¢des 7.3 e 7.4 respectivamente.

16. RESULTADOS E DISCUSSAO

16.1Avaliacéo preliminar dos suportes para CCD fabricados em impressora 3D

Considerando a CCD, os suportes mostrados na Figura 52 se mostraram uma
alternativa eficiente e de baixo custo para a deposicdo da fase estacionaria de maneira
uniforme sem a necessidade de espalhamento controlado da suspensdo sobre uma
superficie. Uma limitacdo importante do suporte proposto, além da falta de inercia a
solventes organicos, estd na baixa resisténcia do PLA a temperaturas elevadas, o que
inviabiliza o procedimento de ativacdo.

De fato a literatura mostra que a silica é ativada em temperaturas superiores a
110 °C e o PLA apresenta uma temperatura de transicéo vitrea (TG) de 60 °C,'% de modo
gue em temperaturas superiores a TG havera deformacdo do molde que poderéa afetar a
estrutura da placa e dos canais. Apesar disso a literatura mostra que algumas separacdes
cromatograficas podem ser realizadas sem a ativacdo da silica e, por esse motivo
continuou-se a avaliar o dispositivo proposto.

Outra constatacdo importante observada durante o trabalho foi a influéncia da
composicgdo da silica na aderéncia ao suporte PLA. Mesmo suspendendo a silica 60 G
(Merk) em diferentes proporcdes em agua o solido adsorvente apresentou baixa adesao
ao suporte, ndo sendo possivel a realizacdo da corrida cromatografica vertical. Por esse
motivo o desenvolvimento cromatografico com essa fase sélida limitou-se a corridas

horizontais.
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Considerando esse aspecto, buscou-se alternativas para melhorar a fixacdo da
silica ao suporte. Desse modo, utilizando-se o0 procedimento descrito na se¢do 15, onde
foi realizada a mistura da silica com amido e obteve-se um desempenho plenamente
adequado para o desenvolvimento de corridas ascendentes.

Observou-se que, até mesmo a silica que permanece em contato direto com a
solucdo do eluente ndo foi removida do suporte, possibilitando o seu uso. Além disso
notou-se que o processo de deposigéo possibilitou que todos os canais do mesmo suporte
apresentassem velocidades de corrida semelhantes. Como mostra a Figura 54, a frente do
solvente se encontra em posicBes similares nas fases estacionarias apds 5 minutos do
inicio da corrida, o que pode indicar uma boa repetibilidade do processo de fabricacéo

das placas cromatograficas.

Figura 54. Placa de CCD com 5 minutos de eluicdo.

Avaliando os resultados obtidos, pode-se afirmar que os suportes em PLA
apresentaram limitacdes que podem dificultar a aplicagdo para algumas separacgoes
cromatograficas por CCD. Nesse sentido, encontra-se em fase de desenvolvimento um

suporte a base de aluminio que devera superar muitas destas limitagoes.
16.2Estudos para separacao de cocaina e levamisol por CCD

A Figura 55 mostra a imagem de uma corrida cromatografica realizada com a
silica depositada em suporte de PLA com padrdes de Levamisol (5 mg mL™?), cocaina (10
mg mL?) e também para a mistura das substancias com mesma concentragao dos padrdes.

O método utilizado na revelagdo faz uso de uma silica fluorescente que responde ao
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comprimento de onda de 254 nm. Quando a placa € inserida na caixa reveladora, a silica
é vista emitindo luz branca enquanto que a cocaina e o levamisol séo detectados por meio
de bandas escuras, uma vez que a imagem foi ajustada para escala de cinza. Como pode
ser observado, a separacdo das substancias ocorre de maneira satisfatéria podendo-se

distinguir com boa nitidez as bandas caracteristicas para o levamisol e para a cocaina.

Frente do
solvente ™

Figura 55. Imagem da placa de CCD proposta apds a separagdo de levamisol (1) e cocaina (2). Os dois
primeiros canais referem-se as corridas dos padrfes puros e o Ultimo canal refere-se a corrida para mistura
dos padrdes.

A Figura 56 traz o cromatograma obtido para a corrida realizada para a mistura
das substancias mostrada no ultimo canal da imagem Figura 55. Como pode ser
observado, a estratégia baseada em imagem digital com escala de cinza permite distinguir
0s picos para o levamisol e cocaina com Ry estimados em 0,90 e 0,74 respectivamente.
Observa-se também uma razdo sinal/ruido adequada para as condi¢des propostas.

Apesar destas constatacfes, nota-se no registro que ndo h& uma separagdo
completa das substancias, o que pode ser verificado pela presenca de um sinal acima do
sinal da linha de base entre os picos cromatograficos. Uma estratégia para contornar esse
problema é otimizar o volume de aplicacdo da amostra, assim como a concentracdo das

substancias que, sabidamente, causam o alargamento das bandas.
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Figura 56. Cromatograma obtido para a separacdo de uma mistura de levamisol 5 mg mL? (1) e cocaina
10 mg mL* (2).
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Utilizando a placa com seis canais realizou-se corridas cromatograficas com o
mesmo padrdo de levamisol 5 mg mL? (Figura 57) com o objetivo de avaliar a
repetibilidade de todo o processo, desde a fabricagdo do dispositivo até a deteccdo do
sinal analitico. A Figura 57 mostra as bandas cromatograficas obtidas indicando um
desempenho similar para todos os canais avaliados. Com base nos cromatogramas
apresentados na Figura 58, estimou-se os valores de Rt para 0s picos e as suas respectivas
areas. A Tabela 10 lista os valores encontrados acompanhados das médias e dos desvios

padroes.

Figura 57. Imagem da placa de CCD proposta apés a corrida com levamisol 5 mg mL™.
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Figura 58. Cromatogramas obtidos apés a corrida com levamisol 5 mg mL™.

Tabela 10. Resultados encontrados para as corridas com levamisol 5 mg mL™*.

Pico Area Rf

1 12,8 0,85

2 7,3 0,83

3 6,6 0,83

4 6,9 0,83

5 8,6 0,84

6 8,9 0,82
Média 9,1 0,83
Desvio padrédo 2,1 0,01
CV(%) 23,1 1,2
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Como pode ser observado os valores de Rt variaram pouco, sendo obtido, um valor
médio de 0,83 com precisdo, estimada pelo coeficiente de variacdo, de apenas 1,2 %, 0
que mostra que o procedimento é bastante reprodutivel no que se refere ao Ry. Entretanto,
a precisdo para as medidas de area variou mais (CV = 23,1 %) o que certamente pode
afetar as medidas quantitativas. Apesar disso, aplicando-se o teste Q aos dados de area,
foi constatado que o valor para o pico 1 é anémalo, de modo que, com a excluséo desse
valor, obtém-se uma &rea média de 7,7 com desvio padrdo de 1,0; fazendo com que o
coeficiente de variacdo seja estimado em 13,0 %. Pode-se afirmar que este valor de
precisdo para a area € aceitavel para aplicacdes semi-quantitativas, porém acredita-se que
melhorias na aplicagdo dos padrdes e na uniformidade da iluminagcdo da camara
relevadora possam tornar a técnica quantitativa.

Em outro estudo, procurou-se construir curvas analiticas realizando corridas com
diferentes concentragdes de Levamisol (2-5 mg mL™). Conforme ilustra a Figura 59
houve variagdes significativas nas intensidades da escala de cinza, aumentando
gradativamente com o aumento da concentracdo e na Figura 60 observa-se 0 aumento
gradual na intensidade dos picos dos padrdes com concentracdes entre 2 mg mL™*e 5 mg
mL?, sendo que a resposta para o padrdo com 5 mg mLquase atingiu 0 maximo em Y
(255), indicando uma possivel saturacdo do sinal para concentra¢cfes maiores que 5 mg
mL?®. Esse ensaio foi realizado em triplicata, sendo observados comportamentos

similares.

Figura 59 Imagem da placa de CCD apds a corrida com os padrdes de Levamisol de 2 - 5 mg mL™.
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Figura 60. Cromatogramas obtidos ap6s a corrida com Levamisol variando as concentragdes de 2 a 5
mg mL™.

Com os sinais analiticos obtidos para os quatro padrdes avaliados, construiu-se
duas curvas analiticas, sendo uma baseada nas areas dos picos (Figura 61) e a outra
baseada nas alturas dos picos (Figura 62), empregando-se os valores listados na Tabela
11. Os coeficientes de quantificagdo encontrados com base na area do pico foram de R?
=0,9918 e com base na altura do pico R? = 0,9926 indicando uma tendéncia linear dos
dados, porém uma avaliacdo mais criteriosa, com maior numero de padrles, devera ser
realizada para se estimar o potencial de aplicacdo da técnica proposta na determinacao
quantitativa do Levamisol. Com esses resultados pode-se afirmar que o método proposto
apresenta um elevado potencial para aplicacdo na determinacdo de Levamisol em
amostras de cocaina. Entretanto estudos com outros adulterantes além do Levamisol
deverdo ser realizados para que seja melhor avaliado o uso dos dispositivos propostos.

E importante relatar que embora n4o tenha sido mostrado nas Figura 59 e Figura
60, a corrida obtida para aplicacdo da solugcdo do branco ndo apresenta uma banda
cromatografica em escala de cinza na imagem, tampouco um pico detectavel, de forma
que o sinal para essa condicao consiste basicamente em uma linha de base com variacdes
ao redor do valor zero (sinal RGB). Considerando esse comportamento, estimou-se 0
limite de detec¢do apenas com base na curva analitica construida com as alturas dos picos,
utilizando como sinal analitico minimo detectavel a média para o sinal da linha de base
somada a trés vezes o valor de seu desvio padrdo. A partir dessa estratégia obteve-se o
LD de 1,85 mgmL?*eo LQ de5,5mgmL™

Com esses resultados pode-se afirmar que o meétodo proposto apresenta um

elevado potencial para aplicagdo na determinacgdo de Levamisol em amostras de cocaina.
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Entretanto, estudos com outros adulterantes além do Levamisol deverdo ser realizados

para que seja melhor avaliado o uso dos dispositivos propostos.

Tabela 11. Valores de area e altura encontrados para os picos cromatograficos apresentados na Figura 61

e Figura 62

Concentracdo (mg mL™?) Area x 102 (u.a) Altura do Pico (u.a)
2 1,92 17,89
3 30,07 80,14
4 71,18 171,76
5 109 249,52

Area do pico (u.a)
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R’=0,9918
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Concentracao(mg. mL™")

Figura 61.Curva analitica para determinacéo de Levamisol construida com os valores de area apresentados

na Tabela 11.
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Figura 62. Curva analitica para determinacéo de Levamisol construida com os valores da altura do pico
apresentados na Tabela 11.
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A Figura 63 mostra uma fotografia para a separacdo de Cocaina base e Levamisol
empregando-se uma placa com quatro canais, vale lembrar que os estudos mostrados na
Figura 55 foram conduzidos com cocaina cloridrato. Como pode ser observado, a corrida
com cocaina base e levamisol apresenta duas bandas cromatograficas, sendo uma delas
possivelmente referente a cocaina, mais proxima do local de aplicacdo da amostra, e outra
constituida por uma mistura de Levamisol com alguma impureza presente na amostra de
cocaina analisada.

De fato, o perfil de corrida obtido para aplicacdo de uma amostra contendo apenas
cocaina base apresenta duas bandas similares a observada para a mistura de cocaina base
com levamisol. Esse comportamento pode ter sido observado devido a uma possivel
ineficiéncia no processo de purificacdo da cocaina base pelo Instituto Nacional de
Criminalistica, porém isso deverd ser melhor investigado. De qualquer forma, em
confirmando-se esse resultado podera se obter uma resposta significativamente diferente

para amostras de cocaina base e de cocaina cloridrato.

| — ———
2 B =
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Figura 63. Imagem da placa de CCD proposta apds a corrida para mistura de levamisol 5 mg mL e cocaina
10 mg mL™.

2504 ——1
) A
—_3
200 A 4

150

100 A

Sina RGB (Escala de Cinza)

50

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
RF

Figura 64. Cromatogramas obtidos para a separacdo de Cocaina base do Levamisol empregando-se uma
placa com quatro canais.
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Por fim, constatou-se um bom desempenho em termos de Ry e de areas dos picos

para a mistura com cocaina base e levamisol, sendo obtidos resultados semelhantes aos

ja destacados no inicio dessa se¢do. A Tabela 12 lista os valores obtidos.

Tabela 12. Valores de, Ry, areas dos picos, média, desvio padrdo e CV (%) para a separacdo de Cocaina

base do Levamisol.

Pico AreaBanda A AreaBandaB  RfBandaA  RfBandaB

1 37,7 11,5 0,84 0,38

2 449 13,5 0,83 0,38

3 38,1 14,3 0,84 0,39

4 33,2 10,7 0,84 0,40
Média 38,5 12,5 0,84 0,39
Desvio padréo 4,8 17,0 0,01 0,01
CV (%) 12,6 13,6 1,2 2,6
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17. CONCLUSAO

Conclui-se que os dispositivos propostos para o desenvolvimento de CCD séo
uma alternativa viavel para a fixacdo do material adsorvente ao substrato, facilitando todo
o0 procedimento. Apesar disso, substratos em PLA ndo sdo inertes a muitos solventes, de
modo que, outros materiais foram avaliados para sua substituicdo, e melhores resultados
foram obtidos quando utilizou-se aluminio para a fabricacéo dos suportes.

As analises cromatogréficas realizadas indicaram um desempenho satisfatorio dos
dispositivos para CCD e também do sistema de detec¢do baseado em imagens digitais
com revelacdo por UV. Embora os resultados obtidos para a separacao e quantificacdo de
levamisol sejam ainda preliminares, pode-se afirmar que a estratégia proposta apresenta
uma boa perspectiva para aplicacdo em amostras apreendidas de cocaina, com
possibilidade de fornecer informagdes mais apuradas sobre esse material, de maneira

simples, rapida e com baixo custo.
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