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RESUMO

DE OLIVEIRA, Josiane Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2024.
Desenvolvimento e validacdo de dispositivos analiticos microfluidicos
baseados em fio de algodao com deteccao colorimétrica e analise de imagem
digital. Orientador: Willian Toito Suarez

Esta tese traz uma nova estratégia analitica, baseada na producédo de dispositivos
colorimétricos construidos a partir de fios de algodao, utilizando tecnologia
microfluidica e metodologia de analise de imagens digitais, empregando smartphone
como detector. Estes dispositivos sdo portateis, de baixo custo, capazes de realizar
testes confiaveis com consumo minimo de amostra e reagentes, sendo altamente
adequado para determinagdo analitica, mesmo em amostras reais complexas,
proporcionando respostas rapidas e in situ. A fibra de algodao, devido a sua ampla
disponibilidade, alta flexibilidade e conveniéncia, sem a necessidade de bombas
adicionais, demostra-se ideal para a fabricacao de microssistemas de andlises totais
(LTADs). No Capitulo 1 € apresentada uma visdo geral teérica das informacdes
relevantes desse contexto. No Capitulo 2, é descrito o desenvolvimento, otimizacao e
validacao de um dispositivo eficiente para quantificar com precisao e rapidez os ions
cupricos em amostras de agua e cachaca, com base na reagao de complexacao que
ocorre quando a cuprizona entra em contato com ions cupricos, formando um
complexo azul de coloracdo intensa. O Capitulo 3 expde o desenvolvimento,
otimizacdo e validacdo de um sensor adequado para quantificar acido ascorbico
(vitamina C) em polpa de frutas, suplementos vitaminicos e sucos de frutas frescas.
Este método baseia-se na reacéo redox do hexacianoferrato férrico, de maneira que,
na presenca de acido ascoérbico, o pigmento azul da Prussia é reduzido a Branco da
Prussia. E a concentracdo de acido ascérbico & diretamente proporcional a esse
desbotamento.

Palavras-chave: Fio de algodao; Microfluidica; Detecgéo colorimétrica; Imagem digital;
Cobre (Il); Vitamina C.



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, Josiane Lopes, D.Sc., Federal University of Vigosa, June 2024.
Development and validation of microfluidic analytical devices based on cotton
thread with colorimetric detection and digital image analysis. Advisor: Willian
Toito Suarez

This thesis presents a new analytical strategy based on the production of colorimetric
devices made from cotton threads, using microfluidic technology and digital image
analysis methodology, employing a smartphone as a detector. These devices are
portable, low-cost, capable of performing reliable tests with minimal sample and
reagent consumption, making them highly suitable for analytical determination, even
in complex real samples, providing rapid and in situ responses. Cotton fiber, due to its
wide availability, high flexibility, and convenience, without the need for additional
pumps, proves to be ideal for the manufacture of total analysis microsystems (UTADs).
Chapter 1 provides a theoretical overview of the relevant information in this context.
Chapter 2 describes the development, optimization, and validation of an efficient
device to accurately and quickly quantify cupric ions in water and cachaca samples,
based on the complexation reaction that occurs when cuprizone comes into contact
with cupric ions, forming a blue complex with intense coloration. Chapter 3 presents
the development, optimization, and validation of a suitable sensor for quantifying
ascorbic acid (vitamin C) in fruit pulp, vitamin supplements, and fresh fruit juices. This
method is based on the redox reaction of ferric hexacyanoferrate, so that in the
presence of ascorbic acid, the blue pigment of Prussian blue is reduced to white
Prussian. The concentration of ascorbic acid is directly proportional to this fading.
Keywords: Cotton thread; Microfluidics; Colorimetric detection; Digital image; Copper
(11); Vitamin C.
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CAPITULO 1:

ASPECTOS TEORICOS RELEVANTES
E OBJETIVO
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1 INTRODUCAO GERAL

As metodologias tradicionais de analise quimicas frequentemente requerem
procedimentos de pré-tratamento que na maioria das vezes sao demorados, além de
trabalhosos [1]. Dessa forma, tem-se observado uma crescente necessidade de
métodos analiticos que permitam a realizagdo de analises sem depender de
equipamentos laboratoriais complexos e que tenham interfaces intuitivas. Estes
Dispositivos de facil utilizagédo e baixo custo tém sido altamente valorizados durante a
era da sustentabilidade e acessibilidade, em especial devido a sua adequacao de uso
em situagdes de emergéncia ou em areas com recursos limitados [2]. Esses
dispositivos s&o fundamentais em uma ampla gama de aplicacbes, como

monitoramento ambiental, andlise de alimentos e diagndstico clinico [3].

Um avanco na miniaturizacdo de sistemas analiticos utilizando tecnologia
microfluidica tem se mostrado vantajoso com a possibilidade de produgcdo de
dispositivos portateis, capazes de realizar analises mais ageis, com uso econémico
de amostras e reagentes, com detecgao de alta resolucéo e sensibilidade, apropriado
para obtencao de diagndésticos rapidos no ponto de atendimento [4,5], sem que haja
necessidade de laboratérios com equipamentos mais sofisticados ou profissionais
especializados.

No entanto, os materiais comumente utilizados para fabricacdo de tais
dispositivos geralmente nao sao acessiveis e/ou outras vezes necessitam de bombas
ou valvulas para seu funcionamento, o que contribui para um aumento do custo e,

consequentemente, restringem seu uso na sociedade.

Nessa perspectiva, alguns pesquisadores apontam materiais a base de papel
como uma alternativa interessante para a fabricacdo desses dispositivos
microfluidicos portateis [5-9], ja que o papel, feito de fibras de celulose, € abundante,
barato, sustentavel, descartavel, facil de armazenar e transportar e dispensa a
utilizacdo de bombas e valvulas, devido a sua acdo capilar [10]. Entretanto, ha
algumas limitagbes relacionadas ao uso desse substrato, por exemplo, baixa
eficiéncia no arraste da amostra, baixa resisténcia mecéanica quando molhado e
vazamento das amostras que possuem baixa tenséo superficial [11]. Além disso, na
maioria das vezes, esse material necessita da construgédo de barreiras hidrofébicas, o
que resulta na necessidade de um processo extra de fabricacao [11,12].
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Nesse cenario, apesar de ainda pouco explorado, estudos tém mostrado o fio
de algoddo como um excelente substrato para fabricagdo de dispositivos
microfluidicos de analise, denominados UTAD (do inglés, Microfluidic Thread-based
Analytical Device), mais funcionais para a deteccdo de amostras quimicas,
bioquimicas, ambientais e bioldgicas [13] com potencial de suplantar as tecnologias
convencionais [14]. Isso porque, além desse material possuir todos os beneficios que
sao atribuidos ao papel, o algodao ainda possui propriedades como alta flexibilidade
e pode ser facilmente costurado de varias formas, possibilitando inUmeras estratégias
para construcdo de um caminho para o fluxo do fluido e, além do mais, possuem maior

resisténcia, ndo sendo faceis de rasgar ou quebrar, mesmo quando molhado.

E importante levar em conta que, além de baixo custo e de procedimento de
fabricacdo mais simples, os dispositivos analiticos microfluidicos também requerem
modo de detecgéo sensivel e rapido [15]. Dentre as técnicas geralmente empregadas
nesses dispositivos a base de fios, a colorimetria tem beneficios significativos, uma
vez que a cor e a espessura do fio permitem facil visualizacao do transporte de fluidos
e com obtencdo de imagem utilizando instrumentos simples [16], como cameras,
webcams, scanners e smartphones. Estes dispositivos sdo capazes de capturar
reagdes colorimétricas, em que a intensidade da cor resultante seja diretamente [17]

ou inversamente relacionada a concentracao do analito de interesse.

A luz disso, esta tese apresenta uma nova estratégia analitica de baixo custo
para determinagao analitica em amostras reais complexas, empregando dispositivos
microfluidicos de analises totais (WTAD) portateis baseado em fio de algodao, com um
smartphone como detector para analise de imagens digitais, adequados para

utilizag&o no local de atendimento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Microfluidica: Propriedades e aplicacoes em dispositivos de analise

Microfluidica é uma area da ciéncia e tecnologia baseada em sistemas
capazes de processar e/ou manipular minimas quantidades de fluidos. Em geral,
essas operagdes ocorrem em canais capilares cujas dimensdes estao no intervalo de
10-100pum [4]. Essa tecnologia oferece muitas vantagens e é uma escolha
interessante na realizacao de ensaios analiticos com rapida deteccéo, alta resolucéao
e alta sensibilidade, com reducao no volume de amostra/reagente necessario para
andlise, o que influencia diretamente em uma diminui¢do na quantidade de residuos
gerados [15,18,19].

Além do mais, a tecnologia microfluidica apresenta outras grandes vantagens,
como miniaturizagcdo e portabilidade, possibilitando a confeccdo de dispositivos
portateis de analise que podem ser utilizados em analise de campo (do inglés, point-
of-care ou PoC), sem necessidade de um espaco laboratorial, trazendo uma série de
beneficios para ensaios analiticos, como a redugdo no risco de contaminacgao,
possibilidade de realizar separacbes com alta resolucdo, com baixo consumo de

energia e uma diminuigdo no custo por andlise [20,21].

Por esses motivos, a funcionalidade dos dispositivos microfluidicos tem
despertado interesse entre os pesquisadores de diversas areas [4]. Na Quimica
Analitica, a miniaturizacdo de sistemas de analises surgiu com a criacdo dos
microssistemas de analises totais (UTAS, do inglés Micro Total Analysis Systems) [22],
também conhecido como Lab-on-a-chip (LOC) [23], que s&o dispositivos capazes de
realizar todas as etapas analiticas em um chip de alguns centimetros quadrados,
desde a introducdo da amostra até a deteccao, desenvolvidos em um laboratério de
maneira integrada [22,24]. Apesar disso, o elevado custo na producdo desses
instrumentos ainda impossibilita a utilizacdo massiva desses dispositivos em todo o
mundo [15], posto que, o baixo custo & sem divida um atributo indispensavel quando
se pretende aumentar o acesso ao diagnéstico ndo s6 nos paises em
desenvolvimento, como também é um fator cada vez mais relevante no mundo

desenvolvido [23].

Apesar disso, como ja mencionado, inumeros sdo os beneficios da tecnologia

microfluidica, e caracteristicas como controle preciso de fluidos em ensaios com
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processamento rapido de amostras os tornaram candidatos promissores para
substituir as abordagens experimentais convencionais [23].

2.1.1 Substratos utilizados para confecgao dos uyTAD

O UTAD, a depender de sua aplicagdo, geralmente sado confeccionados a
partir de polimeros, vidro, silicio, papel, entre outros, ou mesmo pela combinagéo
destes materiais [10,25]. Para a escolha do material a ser utilizado na fabricacéao
desse dispositivo, é importante levar em conta varias caracteristicas, como a
superficie quimica e propriedades épticas e elétricas desse material, além do custo,
da facilidade de fabricagao e a viabilidade de producdo em massa [10].

Apesar das varias vantagens apresentadas por esses sistemas
miniaturizados, um fator que tem limitado o amplo uso de tecnologias microfluidicas é
que as técnicas de fabricacao convencionais geralmente sdo complexas e de custo
elevado para producdo, onde poucas sdo economicamente viaveis para producao
massiva [14,26]. A partir disso, alguns dos dispositivos microfluidicos classificados
como “primeira geracdo” mais sofisticados ainda nao atingiram utilidade comercial
[14].

Materiais como vidro e silicio sdo quebradicos, possuem protocolos de ligagao
complexos para o fechamento dos microcanais e, em geral, demandam
procedimentos de fabricacdo de custo elevado e inacessivel. Por muito tempo, esses
materiais foram considerados adequados para a fabricacdo desses microdispositivos,

mas acabavam insuficientes em seu potencial de desenvolvimento acessivel [23].

Além da complexidade na tecnologia de producgao, os sistemas microfluidicos
produzidos a partir dos materiais mencionados acima, em regra, necessitam de
equipamentos externos para mover com precisao pequenos volumes das solucdes
[14], o que tem provocado a utilizacdo de elementos alternativos para a construcéao
destes sistemas microfluidicos [26].

Dentre esses elementos alternativos, os pesquisadores apontam substratos,
como o papel, como meio para fabricacao de sistemas microfluidicos para diagndstico
de baixo custo, que possam ser utilizados de forma econémica em regidées onde nao
ha tantos recursos [11], uma vez que, o papel (feito de fibras de celulose) é abundante,
barato, sustentavel, descartavel, facil de usar, armazenar e transportar [10,27], sendo
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disponivel em diferentes formas e propriedades, em varias espessuras e compativel
com amostras bioldgicas e tecnologias de impressdo existentes, aléem de ser

inflamavel, o que facilita a incineracdo do mesmo apdés o uso [16].

Além disso, ensaios realizados em dispositivos a base de papel nao
necessitam de bombas e valvulas, devido ao fato do liquido aquoso se mover por
capilaridade [10,27]. Entretanto, ha algumas limitagées relacionadas ao uso desse
material, como a baixa eficiéncia no arraste de amostra, possibilidade de vazamento
de amostras com baixa tensado superficial pelos canais microfluidicos e, sobretudo,
baixa resisténcia mecanica quando utilizado molhado [11]. Além do mais, o papel
como suporte exige padroniza¢ao para definir os canais do dispositivo [12]. Por esse
motivo, faz-se extremamente necessario a busca por novas opcoes de substratos que

tenham uma maior viabilidade para a producao desses dispositivos.

Atualmente, a utilizagdo de linha/fio téxtil tem despertado interesse para
fabricacao de dispositivos microfluidicos, devido ao seu enorme potencial de aplicacdo
nas mais diversas areas. Segundo dados da plataforma periédica Web of Science
(Figura 1), desde 2010, quando Li e colaboradores [28] publicaram o primeiro
trabalho, tem-se observado uma tendéncia crescente na produgédo cientifica

relacionada ao tema, assim como o numero de citacoes.

Figura 1- Produgéo cientifica relacionada a dispositivos microfluidico baseados em fio
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A utilizagao de linha/fio téxtil tem despertado interesse para a fabricagao de
dispositivos microfluidicos de diagnostico PoC, por possuir diversas caracteristicas
como: ser um material simples que € amplamente utilizado, ser barato, prontamente
disponivel, leve e, geralmente, hidrofilico, ou mesmo, se hidrofébico, este pode
facilmente se tornar hidrofilico utilizando-se de inUmeras técnicas simples. O fio téxtil
também pode ser facilmente manuseado, tecido, tricotado de diversas formas ou
torcido dois ou mais fios. Onde as lacunas existentes nas fibras do fio proporcionam
um bom alinhamento que ajuda no transporte e manipulacao de mistura de diferentes
liquidos. Além de tudo, sdo obtidos resultados convenientes em relagdo ao tempo de
analise, ja que o transporte de liquido nas fibras dos fios acontece em um periodo
minimo de tempo [16].

Outra grande conveniéncia na utilizacdo de fio téxtil em relacdo ao uso do
papel é que os fios podem ser encontrados em mais opgdes de materiais que o papel.
Pois, ainda que o papel tenha possibilidade de ser desenvolvido usando diferentes
fibras de celulose, o custo envolvido nesse processo de fabricagcao seria muito maior
e com maior complexidade com a atual tecnologia existente para a fabricacao de
papel. Sendo assim, para a produgéo de sensores microfluidicos de baixo custo, o fio

€ um valioso material alternativo a ser utilizado [29].

Sendo assim, no geral, a proposta de utilizacdo de materiais téxteis (como
algodao) como matéria-prima para a fabricacao de dispositivos microfluidicos de baixo
custo para diagnéstico no local de atendimento € mais adequada em comparacao a
utilizacédo do papel, pois enquanto o papel é facilmente rasgado quando molhado ou
dobrado, o tecido é mecanicamente mais forte e mais duravel [30] e possui uma

flexibilidade [31,32] que os papéis nao possuem.
2.1.1.1 Fio de algodéo e suas propriedades na fabricacdo de uTAD

Os produtos téxteis tém sido amplamente utilizados ndao s6 em vestuarios,
como também em diferentes campos como protecdo e seguranca sanitaria, na
medicina e higiene, em construgdes, na agricultura, no transporte, em eletrénicos,

embalagens e em contencao [33].

O algodao é composto principalmente por cadeias poliméricas de celulose
natural [34,35] com grupos hidroxila em suas superficies, possuindo propriedades
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hidrofilicas, liofilicas e anfifilicas a esse material [35]. No entanto, as fibras naturais de
algodao também possuem alguns componentes ndo celuldsicos, encontrados
principalmente na parede primaria e na camada cuténea, que s&o as camadas mais
externas da fibra de algodao. Esses componentes nao celulésicos sao ceras, pectina
e algumas proteinas, que sao impurezas (em especial a cera de algodao) com
propriedades hidrofobicas [34] . A presencga dessas impurezas torna esse fio ndo
molhavel por liquidos aquosos. Para remover essas impurezas da superficie do
algodao, permitindo que liquidos aquosos sejam absorvidos por esses fios, torna-se
necessario um tratamento do mesmo [29]. Muitas sdo as metodologias simples e
eficazes ja utilizadas nesse processo de alteracdo quimica da superficie do algodao
sem modificar a parte interna da fibra [36], como, por exemplo, por processo seco,
pela oxidagao por plasma do fio utilizando um reator de plasma a vacuo [28,29,36,37],
ou por processos umidos, como mercerizagdo do fio em solugao de hidréxido de sodio,
seguido de sua neutralizacdo em um banho de acido [38] ou ainda, pela fervura do fio
em solucdo salina de carbonato de sédio, seguida de lavagem com &agua em

abundancia até obter pH desejavel [12].

Apos tais procedimentos, esse material se torna altamente capaz de deslocar
liquidos hidrofilicos ao longo do fio, sem que haja necessidade de uma bomba externa
responsavel [28], isso porque, no fio de algodao, ha varios intervalos entre as fibras
que o constituem e também lacunas entre esses fios que fornecem canais capilares

responsaveis por esse transporte [12,28].

Portanto, sdo diversas as caracteristicas que tornam o fio de algoddo um
material favoravel para a fabricagdo de dispositivos analiticos, pois, como ja
mencionado, esse material possui baixo valor e ampla disponibilidade no mercado, é
flexivel, leve e dificil de rasgar acidentalmente. Ainda, se desejavel, o fio pode ser
funcionalizado de varias formas quimicas e pode ser manipulado facilmente por
processos como costura, tricd e tecelagem. E no caso de utilizacdo desse produto
para fluidos bioldgicos, como os materiais dos fios sdo combustiveis, estes podem ser
descartados por queima [39], 0 que torna esse material altamente sustentavel e

ecoldgico [30].

Sendo assim, o fio de algodao é um candidato promissor para a criagao de
sistemas microfluidicos de baixo custo [28,32] que necessitam de baixo volume de

amostras. Varias sdo as técnicas de detecgao que podem ser acopladas ao uTAD
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para analises quantitativas, pois este pode ser empregado em ensaios colorimétricos,
eletroquimicos, de quimiluminescéncia, de eletroquimioluminescéncia e de

eletroforese [28].
2.1.2 Meétodos de analise convencionais

Diversas opcoes de métodos analiticos em laboratérios de ultima geracéao
estdo disponiveis para controle de qualidade de alimentos, farmacos e amostra
ambientais, incluindo espectrometria de emissao atémica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-AES), espectrometria de massa ICP (ICP-MS), espectroscopia de
fluorescéncia de raios X (XRF), eletroforese capilar (CE) e cromatografia de ions
visivel no ultravioleta a espectroscopia (IC-UV-vis), que sdo métodos padrao de

deteccéo utilizado em laboratérios de ultima geracao [40].

Entretanto, mesmo que esses métodos sejam capazes de detectar, identificar
e quantificar analitos com alta sensibilidade e seletividade, sempre sera necessario o
suporte de laboratérios bem equipados com instrumentos caros [6,40,41], além de na
maioria das vezes requerer trabalhosa preparagdo de amostras [40], o que pode ser
caro [41] e inadequados para 0 monitoramento em campo [6].

Em média, a quantificagdo analitica pelas técnicas convencionais custa mais
de US$ 100 por amostra, o que torna o monitoramento de rotina economicamente
inviavel para pequenas empresas. Sendo assim, mesmo que ja existam técnicas
eficientes de detecgéo, ainda permanece uma grande demanda pelo desenvolvimento
de abordagens de deteccdo mais simples, de baixo custo [8].

A vista disso, faz-se indispensavel o desenvolvimento de sistemas
quantitativos simples e de baixo custo para deteccao seletiva e sensivel de espécies
quimicas de interesse, permitindo testes confidveis e no ponto de atendimento
[6,40,42].

2.1.3 Métodos de deteccao em uTAD

A escolha do método de deteccdo a ser empregado é de suma importancia
para que seja mantida a portabilidade e acessibilidade oferecida pela aplicagdo dos
MTADs. Dentre os métodos comumente utilizados, tais como a detecgéo

eletroquimica, quimiluminescéncia, eletroquimioluminescéncia e fluorescéncia [43], as
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deteccbes colorimétricas se sobressaem, sendo o método mais utilizado, sobretudo
pela facilidade de operar e a possibilidade de analises sem que haja necessidade do
uso de instrumentos complexos e caros, atendendo as necessidades basicas da
deteccdo no local [7]. Os YTAD podem proporcionar metodologias simples de
deteccao de espécies quimicas, sobretudo se a transdugéo for cromogénica e/ou a
deteccdo puder ser analisada visualmente [44].

Nesse cenario, métodos baseados em imagem digital, especificamente
colorimetria de imagem digital, podem ser considerados como um novo tipo de método
para analise de campo. Ele emprega imagens digitais facilmente capturadas com
ampla variedade de dispositivos com recursos épticos, incluindo cameras, webcams,
scanners, smartphones, tablets, entre outros prontamente disponiveis. Esses
dispositivos sdo equipados com semicondutores de 6xido de metal complementar
(CMOS) ou detectores de acoplamento de carga (CCD) que podem fornecer cores

basicas rapidas vermelho, verde e azul usadas para analises quantitativas [45].

Analise colorimétrica € uma ferramenta importante para obtencao de resposta
mais rapida que possa ser empregada em situacdes de maior urgéncia, onde nao é
possivel a utilizagdo de métodos mais demorados e/ou instrumentacao analitica mais

sofisticada [9].

2.1.3.1 Deteccao colorimétrica por imagens digitais e padrdo de cor como resposta

analitica

Nos ultimos anos, o uso de imagens digitais tem sido amplamente empregado
como ferramenta para analise quimica, proporcionando analises com boa exatidao,

precisao [46,47] em curto intervalo de tempo [45].

Nos uTADs, as analises baseadas em imagens digitais estdo relacionadas
com as cores da imagem, a utilizacao de medidas colorimétricas advém da mudanca
de coloracdo que ocorre pela reagao entre um analito e um agente cromdgeno [48].
De forma que, para determinagdes quantitativas, apos essa reacdo, um produto com
determinada intensidade de cor é formado e, em seguida, € feita a captura da imagem
utilizando um dispositivo de fotografia [49].

Os métodos atuais de detecgao colorimétrica utilizando yTADs medem essa

intensidade da cor utilizando uma camera fotografica, scanner ou webcams [13,50].



23

No entanto, alternativamente, devido a sua portabilidade, disponibilidade onipresente,
além de ser equipado com camera de alta resolugdo [49], o smartphone esta se
tornando um instrumento cada vez mais atraente para quantificacao de analitos em

ensaios colorimétricos [51].

s

Além disso, é importante ressaltar que, a grande maioria da populacao
mundial sabe como operar um smartphone, facilitando o treinamento daqueles que
usardao o método desenvolvido [9]. Além de que, para determinar quantitativamente
certo analito em uma determinada amostra, o aplicativo baseado em smartphone é
usado para converter a intensidade da cor da area reacional na imagem em valor
numeérico [52], permitindo a obtencdo de resposta instantaneamente, em tempo real
[53].

7

Uma imagem digital é formada pelo conjunto de pequenos quadrados,
denominado pixel. E quanto maior o numero de pixels por area da imagem, maior é a

resolug@o e maior sera o tamanho do arquivo (em bytes) de imagem.

A disposicao dos pixels tem relagao direta com a forma como as imagens
digitais sdo formadas. Estes podem resultar em arranjos bi ou tridimensionais, de
forma que os arranjos bidimensionais sdo caracterizados por coordenadas espaciais
que formam imagens monocromaticas, como as imagens em escala em tons de cinza,

classificadas como imagens univariadas [54].

Por sua vez, as imagens coloridas possuem arranjos tridimensionais e sao
construidas a partir da combinacdo de imagens monocromaticas. As imagens
coloridas sao classificadas como imagens multivariadas e suas informagdes

dependem da cor do objeto [54].

Para que haja uma especificacao das cores em um formato padronizado, as
imagens digitais coloridas podem ser representadas por diferentes modelos de cores
ja criados, tais como, HLS (do inglés hue, lightness e satu-ration), HSV (do inglés hue,
saturation, value) e RGB (do inglés red, green e blue) [54]. Este ultimo se assemelha
as caracteristicas de deteccao de cores do olho humano, que possuem sensores
sintonizados em vermelho, verde e azul, e tem sido utilizado em uma ampla gama de

aplicagdes em métodos analiticos baseados em imagem digital [45].

O modelo de cores RGB é baseado nas cores primarias vermelho, verde e

azul e na ideia de que todas as outras cores sdo combinag¢des dessas trés em um
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sistema aditivo. Esse modelo é chamado de aditivo porque usa a luz transmitida para
exibir as cores. A combinagao linear dessas trés cores primarias produz todo o

espectro visivel [55].

O sistema de cores RGB usa uma representagao de 8 bits (1 byte) para cada
componente de cor, dando a cada pixel um total de 24 bits. Este sistema combina
valores das cores vermelho, verde e azul que variam de 0 a 255, ou seja, um total de
256 variacoes de cores em cada canal, totalizando mais de 16 milhdes de
combinagdes Unicas de cores (256°) e uma ampla gama de cores diferentes [56].

O modelo RGB emprega um sistema de coordenadas cartesianas R, G, B,

cujo subespaco de interesse € o cubo unitario, como demonstrado na Figura 2.

Figura 2 - Representacao das cores no espaco RGB
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Fonte: Autoria prépria

O espectro de cores do espaco RGB, criado pela combinagdo das
coordenadas dos trés canais monocromaticos (R, G e B), é representado por um ponto
gue se encontra na superficie ou no interior do cubo (Figura 2). Na diagonal principal
deste cubo, que vai do preto (R = G = B = 0) ao branco (R = G = B = max), séo

relacionadas apenas as cores de cinzas, formadas pela adicao das trés cores nas



25

mesmas proporgoes (R = G = B) [57]. Dessa forma, das mais de 16 milhées de cores

existentes, as cores cinza sao quantizadas em 256 niveis.

Capturar uma imagem requer converter a luz que atinge o detector do
dispositivo em uma corrente elétrica. Nesse caso, normalmente sensores
fotossensiveis como CCD (do inglés, coupled charge devices) e CMOS
(Complementary metal-oxide-semiconductor) sao usados.

Os sensores CCD sao dispositivos multifuncionais que podem coletar dados,
transportar dados e transformar a intensidade de luz que incidente em corrente elétrica
[50]. Esse sensor € formado por uma grade de pixels que transferem sequencialmente
a luz incidente para um circuito de amplificacdo. Apds a amplificagéo do sinal, este é
enviado ao processador, onde o sinal de intensidade luminosa é transformado em

corrente elétrica [58], que por sua vez € convertida em imagem digital.

Os sensores CMOS, por sua vez, possuem as mesmas funcgdes atribuidas
aos sensores CCD, com excegdao da conversdo de luz em eletricidade e da
amplificacdo do sinal, que nesse caso, ocorre em cada pixel, de maneira que o
conjunto desses pixels forma uma imagem. De tal forma que n&o ha necessidade de
um dispositivo separado para alterar e amplificar o sinal. Em consequéncia, os
sensores CMOS ocupam menos espaco € sdo comumente usados em smartphones
[59].

Tanto o sensor CMOS quanto o CCD podem medir apenas a intensidade da
luz em cada pixel, ndo seu comprimento. Cada pixel CCD/CMQOS possui um filtro
Bayer para criar uma imagem digital colorida. Este filtro usa o espago de cores RGB
(vermelho, azul e verde) para gerar imagens coloridas [59].

Por fim, segundo Franco e colaboradores (2021), a utilizacdo de instrumentos
de captura de imagem acoplados a CCD ou CMOS proporciona uma coleta rapida de
sinal e linearidade. Tais propriedades demonstram sua adequacao para aplicacado na
quimica analitica, com o intuito de obter métodos altamente sensiveis e robustos que
possam ser aplicados de forma rapida e barata [60]. Uma vez que a intensidade da
cor obtida nessa imagem pode ser proporcional a concentragdo de um determinado
analito presente na amostra, a quantificacdo de tal espécie pode ser obtida pela
correlacdo dos valores das componentes do sistema de cores RGB da imagem

associada com essa espécie e sua concentracao.
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2.2 A problematica do cobre: Um elemento inorgénico essencial, mas
potencialmente toxico para os seres vivos

7

O cobre (Cu), um metal de transicdo, € um oligoelemento essencial para
inumeras fungdes bioldgicas vitais para o funcionamento normal dos organismos [61],
como cofator de enzimas de eliminagdo oxidativa, como componentes reguladores
redox e na transferéncia de elétrons na respiracao celular [62]. A deficiéncia desse
micronutriente no corpo pode causar inUmeros prejuizos a saude humana, causando

doengas como anemia e doenga de Menkes [63].

Por outro lado, a ingestdo excessiva de cobre pode causar vémito, nausea,
diarreia [64], irritagdo estomacal e intestinal, doengas hepéticas e renais e esta
associado com a ocorréncia e desenvolvimento de varios disturbios
neurodegenerativos, incluindo doenca de Wilson [65], Alzheimer [66] e doenca de
Parkinson [67].

7

Segundo o Instituto de medicina dos Estados Unidos é recomendado a
ingestao de uma dose diaria de 1,5 a 3,0 mg de cobre para adultos, 1,5 a 2,5 mg para
criangas e 0,4 a 0,6 mg para bebés. E uma ingestao dietética maxima de 10 mg/dia
[62].

O excesso de exposicdo ao cobre no organismo advém de diversas fontes,
como contaminagao por ingestao de agua, alimentos e até mesmo bebidas alcodlicas
destiladas, como a cachaca. Isso porque, o cobre € amplamente empregado na
industria e mineracdo, na fabricacédo de produtos fungicidas e herbicidas, empregados
em plantacdes, e na producao de ligas metalicas e latdes, bem como na producao de
encanamento e tubulacbes e de equipamentos utilizados na producdo e
armazenamento de bebidas alcodlicas, que acabam elevando o teor de cobre desses

produtos consumiveis.

Em condi¢des normais, a concentracao de cobre na agua potavel pode variar de
0,005 a 30 mg L' [68]. O sistema de distribuicdo de agua construidos a partir de canos
e/ou conexdes de cobre pode aumentar significativamente a exposicao diaria ao cobre
[69].

Além de causar danos a saude da populagao, elevadas quantidades de cobre na
agua de abastecimento doméstico podem trazer consequéncias indesejaveis para fins
residenciais. Uma vez que, quando se faz uso de aguas contendo concentracdo de
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cobre superior a 1 mg L', pode ocasionar formagdo de manchas em roupas e tecidos.
Além disso, em altos niveis de concentracéo (acima de 5 mg L"), o cobre é capaz de
dar cor a agua e ocasionar sabor amargo desagradavel [69].

A cachaca, segunda bebida alcodlica mais consumida no Brasil e terceira mais
consumida no mundo [70], é uma bebida brasileira obtida a partir do caldo de cana-
de-acucar fermentado e destilado [71]. Portanto, a cachaca € produto nacional de
grande importancia econémica, social e cultural.

No processo de fabricacdo da cachaca, o processo de destilagcdo é conduzido em
recipientes de cobre, com a finalidade de melhorar a qualidade sensorial dessa
bebida, ja que o cobre que reveste esse recipiente, quando em contato com a
cachaca, tem a capacidade Unica de reduzir a acidez, os niveis de aldeidos e
compostos a base de enxofre, que possuem alto potencial de comprometer a
qualidade organoléptica dessa bebida [72].

Sob tais circunstancias, para evitar efeitos adversos a saude resultantes da alta
ingestao de cobre, em todo o0 mundo, diversas organizacoes de saude, agéncias de
vigilancia sanitaria e de protecdo ambiental estabelecem padrdes maximos permitidos
para esse contaminante. Os niveis maximos permitidos sdo mostrados na Tabela 1.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) dispbe sobre as
condicdes e padrdes de langcamento de efluentes no Brasil, onde o valor maximo de
cobre estabelecido para lancamento de efluentes em corpos de dgua é de 1 mg L™
[73]. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e governos de diversos paises
estabelecem um limite maximo de cobre na agua potavel para consumo humano,
variando de 1 a 2 mg L. E de acordo com a legislagédo nacional, estabelecida pelo
Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) [74], € permitido uma quantidade maxima
de 5 mg L' de cobre na cachaca. Por outro lado, legislagdes internacionais permitem

o nivel maximo de 2 mg L' de cobre em destilados alcodlicos [72].



28

Tabela 1 - Padrao de cobre estabelecido por diferentes legislagdes para agua e cachaca

Amostra Pais VMP*/ mg L Referéncia
OMS 2 [69]
Estados Unidos 1,3 [75,76]

Agua potavel

(consumo humano) Canada 1 [77]

China 1 [78]

Brasil 2 [79]

Efluentes CONAMA - Brasil 1 [73]

Cachaga MAPA — Brasil 5 [74]
Fonte: Autoria prépria *Valor maximo permitido

Sendo assim, é fundamental o monitoramento periédico da presenca desse
contaminante potencialmente tdéxico em recursos hidricos [41], assim como em
bebidas destiladas. Uma vez que, tomada essa medida, pode ser dimensionada a
magnitude de tal contaminacdo, assim como avaliada a eficiéncia de eventuais

medidas preventivas que possam ser adotadas imediatamente [80].
2.2.1 Deteccao colorimétrica de ions cupricos utilizando cuprizona

Ha mais de 70 anos, foi relatada na literatura a coordenacao do ion cuprico com
o composto bis (ciclohexanona)oxalildihidrazona (também conhecida como
cuprizona), resultante na formacdo de um complexo de cor azul intensa, que
apresenta baixa solubilidade em agua. E, desde entédo, a agdo desse quelante tem
sido utilizada em ensaios colorimétricos para detectar a presenca de tracos de cobre
[81], proporcionando uma determinagao seletiva desses ions cupricos [71] nas mais

diversas matrizes.

A cuprizona (CPZ) é um reagente organico bidentado que forma complexo de
coloragdo azul com o ion cuprico na proporgao 2:1 de CPZ: cobre [82], conforme
ilustrado na Figura 3. A intensidade da cor azul formada é proporcional a

concentragcdo de ions cupricos no meio reacional.
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Figura 3 - Esquema da reagédo de complexagao entre a CPZ e o ion cuprico, em uma relagao 2:1.
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2.2.2 Pré-concentracao em uTAD baseado em fio de algodao

As reacées colorimétricas sdo as mais comumente usadas para quantificacao
de ions de metais potencialmente toxicos. No entanto, as espécies de interesse
frequentemente estdo presentes em matrizes complexas e/ou em concentracdes
abaixo do limite de deteccdo, o que inviabiliza a determinagcdo desse analito. Este
problema pode ser evitado usando a etapa de pré-concentracdo. Esses
procedimentos envolvem varias técnicas analiticas, como extracdo em fase sélida
(SPE), coprecipitacao e extracao liquido-liquido (LLE), bem como microextracdo em
fase liquida (LPME) e microextracdo em fase solida (SPME) [12].

As microtécnicas de extracdo e de pré-concentracao (SPME e LPME) da
espécie de interesse em nivel micro, que se baseiam no principio de adsorcao e/ou
absorcao do analito [83], sdo amplamente empregadas nas mais diversas aplicagdes,
incluindo andlises ambientais, bioldgicas, clinicas, farmacéuticas [84], alimenticias e

de bebidas [85], assim como forense [83].

Em 2020, uma nova abordagem de SPME baseado em uTAD foi demonstrada
por Suarez e colaboradores [12], que utilizaram a técnica de pré-concentragdo em
sensores baseados em fio de algodao. No referido estudo, foi desenvolvido e validado
um UTAD baseado em fio de algodao com detecgdo colorimétrica sensivel para

cobalto (Il), em amostras de agua a partir da reagcdo de complexacdo desse ion
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metalico por 4-(2-piridilazo) resorcinol. No fio de algodéo, foi adicionado quitosana que
funcionou como uma espécie de barreira para imobilizar o complexo colorido formado,
que possui carater catibnico. Esse estudo comparou a sensibilidade do método com
e sem a etapa de pré-concentragdo, alcangcando um fator de incremento da

sensibilidade de 11 vezes.

No atual trabalho, a utilizagdo combinada das tecnologias pré-concentragéo e
MTAD também se mostra propicia, uma vez que, ao utilizar a cuprizona como reagente
quelante para ions cupricos, o complexo CPZ-Cu formado (Figura 3) € facilmente
movido ao longo do fio, diminuindo o sinal analitico, comprometendo a sensibilidade
do método. Portanto, a utilizacdo de técnicas de pré-concentragdo empregando um
polimero com caracteristicas espessantes para imobilizar o analito pode ser vantajosa

e adequada.

Nessa situagao, € adequado destacar a carboximetilcelulose sodica (CMC), um
polimero orgénico ndo téxico, com custo relativamente baixo e amplamente disponivel
na natureza [86]. Esse polimero é soluvel em &gua, formando uma solugéo
transparente e viscosa, muito utilizada como estabilizante e espessante em industrias
téxteis, de adesivos e papel, assim como de alimentos, particularmente em sorvetes

e sucos vegetais em pé concentrado [87,88].

2.3 Acido Ascorbico: um componente dietético essencial para a satide humana
e no controle de qualidade de alimentos

Vitaminas sdo compostos organicos de baixo que atuam em pequenas
quantidades, sem fornecer energia para 0 corpo, mas que Sao essenciais para o

promover o desenvolvimento, reproducéo e a saude geral dos humanos [89].

A vitamina C (designada pela Comissédo IUPAC-IUB como &cido ascérbico ou
L-acido ascorbico [89]), por exemplo, é essencial para o funcionamento do corpo
humano, No entanto, mas nosso organismo nao é capaz de produzi-las [90]. Isso
porque 0s humanos e outros primatas tém deficiéncia da enzima L-gulono-1,4-lactona

oxidase, responsavel por converter L-gulonolactona em L-AA [91].

Desde a sua descoberta na década de 1930, a vitamina C tem sido reconhecida
como um componente vital que contribui para a saude humana. O L-AA é uma

biomolécula soluvel responsavel por diversas funcdes bioldgicas necessarias para a
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sobrevivéncia de todos os organismos vivos [92]. Essa vitamina desempenha um
papel crucial no funcionamento de numerosas enzimas, atuando como cosubstrato e
facilitando a reducéo de ions metalicos em suas formas mais absorventes [93], de tal
forma que uma deficiéncia de AA pode resultar em anemia férrica [94]. Esta vitamina
é crucial para regular uma ampla gama de fungbes corporais, com papel fundamental
no sistema imunolégico e na manutencgao do tecido conjuntivo [95]. Além disso, essa
vitamina € um poderoso antioxidante que pode regenerar outros antioxidantes

lipidicos essenciais, como a vitamina E a glutationa [93].

Estudos tém mostrado que essa biomolécula desempenha um papel
significativo no tratamento de varios problemas de saude, incluindo resfriado comum,
doencas mentais, escorbuto, cancer e catarata [94]. Por outro lado, o consumo
excessivo de L-AA pode causar efeitos adversos a saude, incluindo diarreia [96],
irritacdes gastrica, problemas renais e doencas hepaticas [94,97].

Sendo assim, os humanos dependem de uma dieta adequada para obter
vitamina C e manter a saude [91]. Nesse caso, para homens adultos é recomendado
uma dose diaria de 90 mg, enquanto para mulheres adultas é indicado 75 mg. E a
ingestdo maxima aconselhada para adultos é de 2 g por dia [96].

O L-AA quando exposto a altas temperaturas, pH, luz, oxigénio e outros
oxidantes € rapidamente oxidado em &cido desidroascérbico (DHAA) (conforme
ilustrado na Figura 4.). Devido a isto, essa quantidade dessa biomolécula serve ndo
s6 como um marcador do conteudo nutricional dos alimentos, mas também como um
marcador critico da qualidade dos produtos alimenticios. Dessa forma, a
preocupacoes sobre a o teor de L-AA nos alimentos é tanto dos consumidores, quanto
dos fabricantes devido a possibilidade de perda dessa vitamina durante o
processamento e armazenamento. Para reverter este problema, durante a fabricacao
de produtos consumiveis, frequentemente é adotado a adicdo de quantidades de
vitamina C nesses produtos [89].
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Figura 4 - Esquema da reagao de oxirreducao do &cido ascérbico
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Fonte: Autoria propria

Esses fatos demonstram que a deteccao precisa do conteudo de L-AA em
produtos farmacéuticos e alimentares torna-se essencial e vital para promover uma

saude ideal e garantir o consumo adequado de tal vitamina.

Para fins de quantificacdo da quantidade de acido ascorbico em produtos
alimenticios, comumente técnicas cromatograficas [90,98], espectroscopicas [1] ou
mesmo eletroquimicas [94,99,100] s&o utilizadas. No entanto, oficialmente
estabelecido pela Associacdao de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC, 1990), o
método comumente utilizado é a titulacado de amostras com 2,6-diclorofenolindofenal,
também conhecida como titulagéo de Tillman. Este método baseia-se na reducéo do
2,6-diclorofenolindofenol, um indicador colorido, pelo acido ascérbico presente na

amostra.

2.3.1 Deteccao colorimétrica de L-AA: reducao de Azul da Prussia (AP) a
Branco da Prussia (BP)

O ferrocianeto férrico ou hexacianoferrato (Il) de ferro (lll) (conhecido como
Azul da Prussia) [101], descoberto acidentalmente por Diesbach e Dippel no século
XVIII, é o composto de coordenagédo mais antigo relatado na literatura [102].

O Azul da Pruassia (AP) pode ser produzido facilmente pela combinacao de
hexacianoferrato (lll) de potassio com ferro (lll), como demonstrado na equacéo 1.

4 Fe** qq) +3 [Fe”(CN)6]3gaq) = Fey'[Fe'' (CN)e]3 (s (€. 1)
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A denominagdo "Azul da Prussia" foi dada devido a esse pigmento ser
utilizado nos uniformes dos militares prussianos. O AP existe em duas formas,
dependendo da auséncia ou presenca de cations em sua estrutura: a produzida na
equacao 1. referida como "AP insolivel" (Fel![Fe!! (CN)¢]s), e outra que é formada
em um sistema quando ha um excesso de hexacianoferrato (lll) de potéssio,
conhecida como "AP soluvel" (KFe'"'Fe!l(CN)¢) [103,104]. Apesar das dominagdes
soluveis e insoluveis, ambas as formas sao altamente insoluveis, e essa denominacao
esta relacionada apenas com a capacidade de dispersao desse sélido em agua na
forma de nanoparticulas [89].

O AP é eletroquimicamente ativo, podendo atingir varios estados de oxidagao,
como Fe!' -CN- Fe'' (Branco da Prussia) ou Fe!' -CN- Fe!" (Verde de Berlim). Devido
a isso, esse composto de coordenagdo é amplamente utilizado em dispositivos
eletrdnicos [105]. Além disso, a mudanga de cor que ocorre devido a reducao e
oxidacao do AP ¢ bastante atraente para aplicacbes em sensores colorimétricos.

O Branco da Prussia (ferrocianeto ferroso ou hexacianoferrato de ferro (Il)),
também conhecido como Branco de Berlim, Sal de Williamsons e Sal de Everitt, é a
forma totalmente reduzida de AP e que pode ser obtido a partir de processos
eletroquimicos ou quando em contato com um agente redutor [101,103], como &cido
ascérbico, por exemplo. A reacao de reducao do AP insoluvel e AP soltuvel a BP sao
demonstradas nas equacodes 1 e equacao 2, respectivamente.

Fej'[Fe''(CN)4]3 @ T 4K™* +4e” = K,Fei[Fe"(CN)e] o (eq.2)

(aq)

KFe"IFen(CN)e(aq) + K+(aq) + e~ 2 K,Fell[Fe'(CN)] 0 (eq. 3)
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3 OBJETIVOS
3.1 objetivo geral
Desenvolver e implementar métodos colorimétricos portateis baseados em

fibras de algodao que sejam eficientes, de baixo custo e para determinacao in-situ e

em tempo real, sem diferengas significativas em relagdo aos métodos convencionais.
3.2 Obijetivos especificos

Para que o objetivo geral seja alcangado, serdo delimitados alguns objetivos

especificos:

- Investigar o fio de algodao ideal a ser utilizado na fabricacdo do dispositivo

microfluidico;

- Modificar quimicamente a superficie do fio de algodao para remover quaisquer
componentes hidrofébicos presentes;

- Desenvolver o uTAD;

- Avaliar a influéncia de variaveis que possam afetar a resposta analitica e

otimizar estes parametros experimentais;
- Caracterizar o yTAD desenvolvido;
- Validar o método desenvolvido;

- Aplicar o uTAD otimizado e validado na determinagao quantitativa de analito

em amostras reais.
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CAPITULO 2:

Utilizacao de um sensor colorimétrico baseado em fio de algodao
modificado por carboximetilcelulose e cuprizona com deteccao por

smartphone para quantificacao de ions cupricos
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1 INTRODUCAO

O cobre (Cu) € um micronutriente vital essencial para a saude humana e
desempenha um papel ndo negligencidvel em uma ampla gama de processos
fisioldgicos essenciais [61,106]. No entanto, é importante observar que a regulacéao
inadequada da homeostase do cobre pode causar toxicidade e provocar uma ampla
gama de efeitos patoldgicos, incluindo irritagdo estomacal e intestinal, doengas
hepaticas e renais, além de estar associado a doengas como Wilson, Alzheimer e
Parkinson [65-67]. Em vista disso, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

recomenda uma ingestao dietética maxima de 10 mg/dia [62].

De acordo com a Agéncia de Substancias Téxicas e Registro de Doencgas dos
Estados Unidos [64], 0 acumulo excessivo de cobre no organismo pode ocorrer pela
exposicado a diferentes fontes de fornecimento de cobre, incluindo a ingestédo de
alimentos e agua contaminados, como bebidas alcodlicas destiladas como a cachacga
[107]. Tendo isso em mente, é crucial monitorar a presenga de cobre nesses produtos
consumiveis para garantir uma ingestdo segura e adequada desse elemento

nutricional.

Uma ampla gama de técnicas analiticas sofisticadas, com alta sensibilidade e
seletividade, tém sido empregadas para a determinacdo do cobre; entre essas
técnicas estdao a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao UV-Vis [108],
espectrometria de absorcao atémica em chama e forno de grafite, espectrofotometria
de absor¢cdo molecular e técnicas de fluorescéncia de raios-x [109]. Notavelmente, o
uso da tecnologia microfluidica tem sido encontrado com vantagens unicas sobre as
outras técnicas, principalmente porque permite a miniaturizacdo de sistemas
analiticos; essa abordagem permite a producao de dispositivos portateis capazes de
realizar andlises rapidas a baixo custo e com alta sensibilidade para diagnosticos em
campo [4,5].

Dispositivos microfluidicos baseados em fios tém vantagens Unicas no sentido
de permitir a realizagdo de multiplos procedimentos analiticos em um Unico
dispositivo, incluindo a introducéo e o pré-tratamento de amostras, reacao quimica e
identificacdo de analitos [22,23], com o0 uso de baixas quantidades de amostras e
reagentes, e resposta rapida [28,110]. Essas propriedades tornam os PTADs
adequados para a realizacao de analises, principalmente em situagdes de emergéncia
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ou em areas remotas e menos desenvolvidas que possuem recursos financeiros
limitados e instalagbes laboratoriais precéarias [11]. Comparados a outros sistemas
microfluidicos, construidos a partir de substratos como silicio, vidro ou polimeros, os
MTADs apresentam algumas vantagens-chave, incluindo baixo custo, facilidade de
fabricacao e uso, além de serem ecologicamente corretos [26]. Além disso, 0 material
de fio empregado nos YTADs possui funcionalizagdo versatil devido a sua alta
flexibilidade, e isso ajuda a personaliza-lo em diferentes formas e tamanhos,
permitindo mudancas em sua capilaridade [28,110]. Essas propriedades tornam os
MTADs facilmente adaptaveis a uma ampla gama de aplicagdes analiticas, incluindo
monitoramento ambiental [12,111], analises bioldgicas e diagndsticos médicos
[110,112-117], bem como analises forenses [118].

A técnica colorimétrica € amplamente empregada em dispositivos baseados
em fios porque oferece diversas vantagens relevantes, incluindo a identificagcdo de
analitos de forma rapida e a olho nu. Quando se trata da quantificagéo de analitos em
concentragdes muito baixas, ndo é necessario exagerar na importancia de empregar
técnicas analiticas caracterizadas por alta sensibilidade e precisdao. Atualmente,
métodos analiticos que envolvem a aplicacdo de imagens digitais podem ser muito
Uteis para a quantificacdo de analitos em concentracées muito baixas. Sob essa
abordagem de imagem digital, a imagem de alta resolugédo dos capilares preenchidos
com um reagente colorimétrico seletivo pode ser facilmente digitalizada usando um
scanner, uma camera digital ou um Smartphone com camera digital [16,119] e
empregada para a quantificacdo eficaz de analitos sem a necessidade de aplicar
equipamentos altamente caros [16]. Na busca por uma técnica adequada, altamente
eficiente e acessivel para a determinacao in situ de analitos de baixa concentracao, a
incorporacao de Smartphones para impulsionar a capacidade de detecgcéo da técnica

nessas analises é consideravelmente util.

s

E necessario implementar medidas adequadas para obter imagens com boa
precisao e exatidao [120,121]. Utilizar uma camera para obter uma iluminagao
uniforme do fio de algodao é geralmente importante, pois ajuda a gerar uma
quantidade de radiacdo suficientemente intensa para promover uma imagem
uniformemente iluminada, sem excesso de brilho ou sombras [120-122]. Quando se
trata de técnicas de detecgao analitica baseadas em imagens, ha uma ampla gama
de materiais que podem ser usados como plataformas de suporte; entre esses



38

materiais estdo ceramicas [123], vidro [124], polimeros [120], papel [125,126], fio de
algodao [12], entre outros. Para fins quantitativos, comumente sdo utilizadas
ferramentas de software como Image J, Photometrix e Color Grab para decompor as
imagens em dados, como o sistema vermelho, verde, azul (RGB) [127]. Considerando
gue a técnica de deteccao é baseada em sinais de refletancia, a mudanca de cor no
fio de algodao esta correlacionada com a concentragdo do analito. Embora outros
modelos de cores, como ciano, magenta, amarelo e chave (preto) - CMYK, e matiz,
saturacao, valor - HSV, também tenham sido empregados em estudos relatados na
literatura, 0 modelo RGB é considerado o mais simples de todos os modelos e, como

tal, o0 mais amplamente aplicado [128-130].

Dessa forma, neste capitulo, foi propomos o desenvolvimento de um uTAD
usando fio de algodao funcionalizado com carboximetilcelulose e cuprizona para
aplicacédo na deteccao quantitativa de ions cupricos em amostras de agua e cachaga

com o auxilio de um smartphone como detector.



39

2 MATERIAIS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.1 Reagentes e equipamentos

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico, sem
qualquer purificacdo adicional. As solugdes foram preparadas utilizando agua
ultrapura obtida do sistema Millipore Milli-Q (EUA) com resistividade superior a 18,0
MQ cm. As solugbes de ions metalicos foram preparadas utilizando os
correspondentes sais de nitrato ou de cloreto, adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil). A solucao estoque de ions cupricos foi preparada pela dissolugao 0,1960
g de CuS0O4:5H20 em 100 mililitros de agua. Solugdes subsequentes de ions cupricos
foram obtidas por diluicio da solugdo estoque. A solucdo de cuprizona
(bis(ciclohexanona)oxaldi-hidrazona, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Mo, EUA) na
concentracgdo de 2 g L foi preparada em solugédo de etanol a 60% (v/v) (Dinamica,
Sao Paulo, SP, Brasil). Para preparar a solugdo de carboximetilcelulose de sédio
(CMC) (Sigma®), uma massa especifica (30, 60 ou 90 mg) de carboximetilcelulose de
sédio foi adicionada a um recipiente selado contendo 3 mililitros de agua Milli-Q. Esta
mistura foi agitada a uma velocidade de 5000 rpm e mantida a uma temperatura de
60 °C por 20 minutos usando um agitador magnético com aquecimento C-MAG HS 7

(IKA, Alemanha). A solucéo foi deixada em repouso por 24 horas antes do uso.

As amostras de cachaca e agua mineral foram adquiridas em uma loja local
em Vigcosa, Minas Gerais, Brasil. As amostras de agua da torneira e de lago foram
coletadas na Universidade Federal de Vigosa (20°45'37.4"S 42°52'16.6"W).

Os fios de algodao utilizados como substrato para a construgao do uTAD
foram adquiridos no mercado local da cidade de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

2.2 Obtencao e limpeza das fibras de algodao

Dois tipos de fibras 100% algodao (fibras cirargica e de croché), na cor branca,
foram testados em relacdo a caracteristicas como: melhor fluidez dos liquidos e

melhor visualizagdo da mudanca colorimétrica.

Como ja mencionado, os fios de algodao sao parcialmente hidrofébicos devido
a algumas substancias hidrofdbicas naturais presentes em suas fibras. Assim, para



40

serem empregados na fabricacdo dos dispositivos, esses fios foram modificados

guimicamente.

Especificamente, a remocao de qualquer cera ou outro contaminante hidrofébico
no material foi conduzida fervendo o fio em solugéo 10 g L' de carbonato de sddio
(Na2COg) durante 10 minutos. Em seguida, as fibras de algodao foram lavadas com
agua MilliQ em abundancia até pH neutro. As fibras limpas foram secas a temperatura
ambiente (x 25 °C) e armazenadas em um recipiente fechado até uso posterior.

2.3 Caracterizacdao dos uTADs desenvolvidos em fibra de algodao

A morfologia das fibras de algodao foi analisada por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV). Para isso, empregou-se um microscépio eletrénico
Tescan/Oxford Instruments modelo Vega3 SB com filamento de tungsténio, que opera
com voltagem de aceleracdo de 20 kV e detector de elétrons secundario e
retroespalhamento de elétrons. As amostras foram depositadas em uma fita dupla-
face de carbono, as quais foram fixadas em um porta-amostra de aluminio, em
seguida cobertas com ouro utilizando um equipamento de revestimento modular de
alto vacuo (Quorum Technologies, modelo Q150RES).

A espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
utiizando a técnica de reflectancia total atenuada (ATR) foi realizada em um
espectrometro Varian 660-IR da PIKE (EUA) na faixa espectral de 400 a 4000 cm-'.

A andlise térmica do uTAD foi realizada entre 30°C e 900°C, com taxa de
aquecimento de 10°C min-', em atmosfera de N2 com fluxo de 50 mililitros por minuto
em equipamento de analise térmica PerkinElmer STA 6000.

Para fins de comparacdo do método desenvolvido, foi utilizado um
espectrometro de absorcdo atdmica Agilent Technologies, modelo 240 FS AA. Os
dados obtidos foram submetidos ao teste t pareado com um nivel de confianca de
95%. Para realizacao das andlises, foi utilizado o software GraphPad Prisma, versao
9.0.
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2.4 Desenvolvimento da plataforma microfluidica de fio de algodao integrando
a técnica de pré-concentracao

Na maior parte dos casos, a preparacao do canal microfluidico utilizando fios
téxtis se baseia na adicao dos fios ja tratados e na fixagao de suas extremidades por
meio de nds ou ainda pela incorporacéo direta em materiais hidrofobicos, tais como
tecidos, filmes poliméricos ou fitas adesivas [38].

No atual trabalho, para a confecg¢do do dispositivo de analise colorimétrica,
nao foi utilizado nenhum equipamento caro ou sofisticado. Os materiais utilizados
foram: régua, tesoura, pipeta volumétrica, caneta permanente, papel sulfite comum,
fio 100% algodao e fita adesiva dupla face. Uma fotografia, juntamente com a
identificacdo de cada parte desse dispositivo, pode ser encontrada na Figura 5.

Figura 5 - Fotografia e arranjo estrutural detalhado do uTAD para deteccdo de ions cupricos.
Parametros Experimentais para Operacdo do Dispositivo: 0,1 uL de CPZ (2,0 g L"), 15 uL de CMC
(1%), 5 pL de tampéo pH 8, 20 pL de solugéo de ions cupricos. ROI: regido de interesse contendo
cuprizona e carboximetilcelulose

» Papel
(m——— ——————»Fita dupla face

- ~— > Fio de algodao
. ——— 1 » ROI

Fonte: Autoria prépria
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Para construgdo do uTAD, uma fita dupla face (mais ou menos 6 cm de
comprimento), utilizada como area hidrofdbica, foi fixada em um papel sulfite branco,
posteriormente um fio de algodao, previamente tratado e cortado em 5 cm de
comprimento, foi fixado ao centro da fita dupla face de forma esticada. Com o auxilio
de uma régua, um ponto fixo foi desenhado com um marcador permanente a 3 cm de
uma das extremidades do fio. Esse ponto foi utilizado como referéncia para a regiao
de interesse (ROI).

Na ROI, primeiramente, com auxilio de uma pipeta, foi depositado 0,1
microlitros do reagente cromégeno (solugcdo de CPZ 2 g L', 60% v/v etanol/agua),

apds esperou-se 2 min para secagem em temperatura ambiente.

Posteriormente, a fim de alcancar maior sensibilidade no dispositivo, com
auxilio de uma pipeta, foram adicionados 15 microlitros de suspensdo de
carboximetilcelulose com concentracéo de 1% (m/v), sobre a superficie do fio na ROI
e deixado secar (15 minutos) a temperatura ambiente. A CMC funciona como uma
espécie de barreira adsorvente para a complexo colorido que sera formado (CPZ-Cu),
proporcionando a pré-concentracao do mesmo na ROI, uma maior homogeneidade

da cor nessa area e maior intensidade de sinal analitico obtido.

Por fim, 5 microlitros de uma solucéo tampéo (pH 8) foram adicionados a porta
amostra, novamente esperou-se 20 min para secagem. Depois dessa etapa, o
dispositivo microfluidico analitico esta pronto para receber a solucao da amostra.

2.5 Deteccao de ions cupricos utilizando o pTAD, obtengao das imagens
digitais e padroes de cores como resposta analitica

Para calibrar o uTAD e realizar os testes de determinagao de ions cupricos,
com o auxilio de uma pipeta, 20 microlitros de solucdo padrdo/ amostra sao
adicionados no porta-amostra do dispositivo. Devido a capilaridade do fio, a solugao
flui pelo fio e, quase que instantaneamente, perceptivel a olho nu, comeca a aparicao
de cor azul na regido de interesse (ROI, do inglés Region of Interest), quando ha

presenca de ions cupricos na amostra.

Para uma anadlise quantitativa de tal espécie quimica, imagens digitais do
UTAD foram obtidas com um smartphone (Xiomi Redmi 9), com flash da camera
ligado, colocado em posigéo fixa sobre o uTAD dentro de uma caixa (14 x 15 x 17 cm)
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com bloqueio de luz, pintada internamente de preto, para minimizar os efeitos de
sombra ou reflexo causados pela luz externa, ja que os componentes RGB de uma
imagem sao proporcionais a quantidade de luz incidente [57]. Uma regido uniforme da
imagem ROI com 10 x 50 pixels foi decomposta para obtencdo dos valores RGB
utilizando o aplicativo gratuito Color Grab instalado no aparelho. Considerando a
complexagao do ion cuprico com CPZ, CPZ-Cu exibiu uma cor azul. Ap6s a captura
de imagem do uTAD, os valores de R, G e B foram extraidos da ROI para correlacionar
intensidades de cor no sistema RGB com a presenca de cobre.

2.6 Otimizacao dos parametros experimentais

Para atingir a sensibilidade maxima do método, realizou-se a otimizacédo de
alguns parametros que possivelmente podem influenciar na resposta colorimétrica. Os
parametros estudados foram: concentragdo de CMC, volume de CMC, tempo para
captura da imagem digital, concentracao do reagente cromdgeno, volume da amostra
e pH da solucédo tampéao. Os parametros utilizados e as faixas estudadas encontram-
se na Tabela 2. Para tais estudos, o experimento foi realizado triplicata para estimativa
do desvio padréo.

Tabela 2 - Parametros experimentais otimizados

Parametro Faixa estudada

Concentragdo CMC 0,5-3% m/V

Volume CMC 10 -25 puL

Tempo de reacéo 0 — 30 min

Volume de amostra 10 - 50 pL
pH do tampéo 4-10

Fonte: Autoria propria

O efeito da concentracao da carboximetilcelulose foi estudado na faixa de 0,5 —
3% (m/v). Ap6s escolha da melhor concentracdo da suspensdo de CMC, foi
investigado o volume de CMC necessério para reter o complexo CMC-Cu azul formado
para alcangar o maior sinal analitico.
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O efeito do volume da amostra sobre o sinal analitico desenvolvido foi estudado
na faixa de 10 a 50 uL em um intervalo de tempo de 0 a 30 min.

Foram testados 7 diferentes valores de pH (4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10). Para realizar
0s experimentos, foi utilizado um volume de 5 uL de solugdes tampéao de fosfato, com

seus pHs devidamente ajustados.

2.7 Parametros analiticos de qualidade do uTAD desenvolvido para deteccao
de ions cupricos
2.7.1 Avaliacao da Interferéncia

Para garantir que o sinal analitico seja unicamente atribuida ao analito em
questdo, é necessario avaliar a influéncia da presenca de interferentes na
solucdo/amostra [131]. Uma vez que, a presenca de interferentes pode ocasionar
aumento ou diminui¢cdo na detecc¢ao do analito de interesse [132].

Por isso, apds investigar as principais variaveis que poderiam afetar o sinal
analitico obtido na determinacado de ions cupricos, foram avaliados os niveis de
influéncia relacionados a presenca de algumas espécies potencialmente interferentes,
incluindo Cu(l), Cd(ll), Co(ll), Ag(l), Cr(ll), Fe(ll), Al(ll1), Hg(ll), Mg(ll), Pb(ll) e Fe(lll).
Para isso, foi utilizada solucdo padrao contendo ions clpricos em concentracéo de
5,0 mg L' na auséncia e na presencga das espécies potencialmente interferentes na

proporgéo de 1:1.

O erro relativo percentual (E%) sobre o sinal analitico dos ions cupricos foi
calculado utilizando a equacgao 1:

E% — SCu+intersf:e:1l‘lente_SCu % 100% (Equagéo 1)

2.7.2 Faixa linear

A linearidade de um método € demonstrada pela capacidade de obter sinais
analiticos diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra [131]. A
linearidade do método uTAD com e sem pré-concentragdo foi avaliada por curvas
analiticas utilizando o canal R do sistema RGB de cores.

Como sinal analitico, utilizou a conversao dos valores de RGB via escala
logaritmica, utilizando a Equacao 2. Essa estratégia € utilizada com o intuito de reduzir
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erros decorrentes da aquisicao de imagens quando ha pequenas variagdes de brilho
[133].

I = —log™ (Equacio 2)

Onde I, é o valor médio da intensidade de cor do canal R, G ou B da amostra

e I, € o valor médio da intensidade de cor do branco.
2.7.3 Limite de deteccao e Limite de quantificacao

O limite de deteccéao (LD) é definido como a menor quantidade de analito
numa solucdo de amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada, sob condi¢des experimentais especificas. O limite de quantificagdo (LQ)
€ a quantidade minima de analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisao e exatidao aceitaveis, sob condicées experimentais estabelecidas [131]. O
LD e o LQ do método desenvolvido foram calculados com base na curva de calibracdo
obtida pelos ensaios de detec¢ao (n=3) para concentracdes de ions cupricos em seérie.
O LD (equacéo 3) e o LQ (equacéo 4) de ions cupricos foram determinados pelas

seguintes equacoes:

LD = 3XSSD (Equacao 3)
LQ = 1°:SD (Equacéo 4)

Onde SD é a estimativa do desvio padrao da resposta para o brancoe S é o

coeficiente angular da curva analitica.
2.7.4 Precisao

A precisiao do método otimizado foi avaliada para solucédo padrdo 5 mg L' de
ions cupricos. Esse requisito foi estimado em termos de desvio padrao (s) e
coeficiente de variacao (CV), também conhecido como desvio padrao relativo (RSD),
calculados conforme a equacéao 5 e a equacéo 6, respectivamente.

Xj—X)?2 ~
s = /% (Equacéo 5)
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CV(%) ou RSD(%) = § x 100% (Equacéo 6)

Onde: n é o numero de amostra, s é o desvio padrdao das concentragdes de
ions cupricos, xi € a concentragdo de Cu(ll) medida e x € a média das concentragdes
de ions cupricos obtida.

2.7.5 Recuperacao

A exatiddo do método é dada pela concordancia entre o resultado obtido
experimentalmente e um valor de referéncia aceito como verdadeiro [131]. A
recuperacado do analito pode ser estimada por andlise de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas. As amostras devem ser fortificadas com o analito em pelo
menos trés concentracdes diferentes (baixa, média e alta) dentro da curva de

calibracao do método [132].

Para investigar a exatidao do método colorimétrico estabelecido, o dispositivo
MTAD desenvolvido foi empregado na determinagdo de ions cupricos em trés
diferentes matrizes de agua (agua de torneira, agua mineral e 4gua de uma lagoa) e
trés diferentes tipos de cachacas comerciais. A agua de torneira e a agua da lagoa
foram obtidas na Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa, Minas Gerais, Brasil,
enquanto a 4gua mineral e as cachacas foram adquiridas no mercado local da mesma
cidade. Tais amostras foram enriquecidas com 3 niveis de concentracao de ions
cupricos, e analisadas utilizando o procedimento analitico proposto. A recuperacao

percentual de ions cupricos foi determinada pela Equacgao 7:

%R = CEC—_FC" x 100% (Equagéo 7)

Onde Cg é a média das concentracbes obtidas na amostra fortificada, C,
média da concentracdo obtida na amostra nao fortificada e Cr € a concentracao do

analito adicionado a amostra fortificada.

2.8 Comparacao dos resultados de concentracao de ions cupricos obtidas
entre os métodos

A determinacdo de ions cupricos também foi feita utilizando a técnica de
Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Chama (FAAS - do inglés Flame Atomic
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Absorption Spectrometry) a fim de comparar os resultados obtidos utilizando o uTADs.
As amostras de agua foram enriquecidas com 2 mg L', enquanto as amostras de
cachaca foram analisadas sem nenhuma adicdo prévia. O erro relativo em
percentagem (E%) foi calculado conforme a Equacgéao 8.

Concentragio Cu(II)(LTAD)—Concentragio Cu(Il) (FASS)
Concentragdo Cu(II)(FASS)

E(%) = x 100 (Equacao 8)

Os dados obtidos pelos dois métodos foram comparados estatisticamente
utilizando teste t, com um nivel de confianca de 95%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Escolha da fibra de algodao

A selecao do material de substrato é um fator critico que afeta tanto a resposta
analitica do sensor quanto o custo de produgdo do microdispositivo de andlise de
fluidos (LUTAD). Neste estudo, o fio de algodao foi escolhido como o material de
substrato para o uTAD, devido as suas propriedades altamente desejaveis para a
construcdo, incluindo alta hidrofobicidade e capilaridade pelo lumen da fibra de
algodao [12].

Inicialmente, dois tipos de fibras de algodao disponiveis no mercado foram
testados com e sem pré-tratamento com solugcédo salina de carbonato de sédio a
quente: o tipo cirargico (F1) e o tipo croché (F2), ambos também com a versao tratada
(F1T e F2T, respectivamente) (Figura 6). O objetivo foi avaliar qual fio de algodao
apresenta melhor capilaridade ao mesmo tempo que proporciona a maior intensidade
de cor para o complexo CPZ-Cu.

Figura 6 - Fotografia de dois tipos de fios de algodao (tratados e ndo tratados) quando
adicionado solugédo de CPZ-Cu

Fonte: Autoria prépria

Os resultados obtidos da andlise mostraram que o pré-tratamento do fio de
algoddo com solugdo salina a quente melhorou a hidrofobicidade do material,
permitindo uma melhor penetracdo da amostra ao logo das fibras de algodao e maior
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velocidade de deslocamento da solugao colorida ao longo do fio de algodao. O fio de
algodao Fz2T exibiu capilaridade relativamente maior e maior variagdo de cor em
comparacao com o F1T (Figura 7). Diante disso, o F2T foi escolhido como o material

mais adequado para a construcdo do uTAD proposto.

Além disso, como ilustrado na Figura 7, os resultados obtidos da analise dos
canais RGB relacionados a cor do produto do complexo CPZ-Cu mostraram que o
canal R exibiu maior sinal analitico quando comparado aos canais G e B. Assim, o

canal R foi escolhido para analise dos experimentos seguidos.

Figura 7 - Variacdo na intensidade do canal RGB observada para a solugao do complexo CPZ-Cu
nos casos de F1T e F2T. Insercao: velocidade do fluxo devido a acao capilar, quantificada como o
tempo médio necessario para a solugao percorrer um comprimento de 50 mm de fio de algodao
tratado. Condicdes experimentais aplicadas: 30 pL da solu¢do do complexo CPZ-Cu com um pH 8
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3.2 Desenvolvimento da plataforma microfluidica baseada em fio de algodao
empregando pré-concentracao para deteccao de ions cupricos.

Para construir o WTAD, uma fita adesiva dupla face, usada como &rea
hidrofébica, foi fixada em uma folha de papel. Em seguida, pedacos de fio de algodao,
previamente tratados e cortados com 5 cm de comprimento, foram fixados linearmente

no centro da fita adesiva dupla face. Com o auxilio de uma régua, um ponto fixo foi
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desenhado a 3 cm de uma extremidade do fio de algod&o, que foi usado como
referéncia para a regidao de interesse (ROI).

O uUTAD foi construido através da coordenacgao do ion cuprico com o CPZ -
um reagente organico bidentado que forma um complexo de coloragdo azul intensa
com ions cupricos na proporgao de 2:1 para CPZ e cobre, respectivamente, com base
na desprotonacao completa dos nitrogénios amidicos e na hidrélise parcial do CPZ.
[81] A intensidade da cor azul gerada é proporcional a concentracao de ions cupricos
na amostra, tornando-se um parametro analitico relevante para a quantificagéo

desses ions metalicos.

No entanto, € importante notar que o uso apenas de cuprizona como reagente
quelante para o cobre (Il) no uTAD tende a comprometer o desempenho analitico,
uma vez que o complexo CPZ-Cu formado se move facilmente pelo fio de algodéo.
Para ajudar a superar essa restricao analitica, as técnicas de pré-concentracao que
envolvem o uso de polimeros espessantes sdo Uteis para imobilizar o complexo
colorido formado na regidao de interesse, reduzindo seu lixiviamento. [12] Entre os
polimeros espessantes disponiveis, a CMC é considerada um polimero adequado

devido ao seu baixo custo, abundancia na natureza e nao toxicidade. [86]

3.3 Otimizacao do UTAD colorimétrico baseado em fio de algodao e pré-

concentracao

Para investigar as condicées em que o uTAD colorimétrico baseado em fio de
algodao e pré-concentracao pode efetivamente detectar ions cupricos, condi¢cdes
como concentracao do CMC, volume do CMC, tempo de reacdo, volume de amostra

e pH do sistema de reacao foram otimizadas empregando o método univariado.
3.3.1 Influéncia da concentracao de carboximetilcelulose

O efeito da concentracdo de CMC na pré-concentracdo do complexo CPZ-Cu
foi avaliado utilizando concentracdes variadas de CMC na faixa de 0,5 a 3% m/v. No
entanto, concentragdes abaixo de 1%, especialmente em 0,5%, ndo demonstraram

eficacia em reter o complexo colorido formado dentro da ROI.

Conforme pode ser observado na Figura 8, o uso de solu¢gées de CMC mais
concentrada (2 e 3%) foi observado um efeito antagbnico para a formacdo do
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complexo. Como hipotese, tem-se que o CMC esta interagindo com a CPZ em um
filme rigido, impedindo assim que os ions cupricos presentes na amostra interajam
com esse agente cromégeno, além de que também ocorreu um deslocamento do
complexo formado. Além disso, as solucbes de CMC 2 e 3% sdo mais viscosas,
verifica-se que para tais solugbes a gota de CMC consegue aderir apenas
parcialmente as fibras de algodao, cobrindo superficialmente a regido de interesse e
permitindo o arraste do complexo azul formado, o que também diminui a intensidade

da cor azul alcangada.

Por outro lado, quando uma solugao contendo 1% de CMC foi empregada, foi
possivel obter a fixagcdo do complexo colorido formado na ROI, proporcionando maior
intensidade de cor.

Figura 8 - Impacto da concentracdo de CMC na pré-concentracdo do complexo CPZ-Cu. Pardmetros
experimentais: 0,5 uL de CPZ (2,0 g L"), 15 uL de CMC, 5 uL de tampao pH 9, 15 uL de solugdo de
fons cupricos (30 mg L7).

Fonte: Autoria prépria

3.3.2 Influéncia do volume de carboximetilcelulose

O efeito do volume de CMC na pré-concentracao do complexo CPZ-Cu na
ROI foi avaliado utilizando volumes de solucao de CMC a 1% (m/V) variando de 10 a
25 uL (Figura 9).



52

Como observado na Figura 9, os resultados obtidos desta analise mostraram
que a aplicacdo de apenas 10 puL de solugdo de CMC a 1% levou a difusdo do
complexo azul ao longo das fibras de algodao. Por outro lado, a aplicacao de volumes
de 15 e 20 uL foi suficiente para promover a concentracdo do complexo CPZ-Cu
formado nas redes de hidrogel de CMC, enquanto a aplicagéo de 15 L de solugéo de
CMC a 1% promoveu uma intensidade maior da cor azul no sistema. A aplicacao de
volumes acima de 25 L levou ao bloqueio da solugao na ROI, inibindo a complexacao
dos ions de cobre.

Com base nesse resultado, o volume de 15 pL foi escolhido para a fabricacao
do UTAD, uma vez que a aplicagdo deste volume foi suficiente para promover a
concentracao do complexo CPZ-Cu na ROI.

Figura 9 - Efeito do volume de CMC na pré-concentracdo do complexo CPZ-Cu na ROI. Condicoes
experimentais: 0,5 puL de CPZ (2,0 g L"), 5 uL de solugédo tampéo pH 9, 15 uL de solucdo de ions
clpricos (20 mg L1).

Fonte: Autoria prépria

3.3.3 Influéncia do pH

Um estudo foi realizado para avaliar o pH ideal para a reagéao de complexacao
dos ions cupricos com a CPZ; essa analise foi conduzida utilizando valores de pH
variando entre 4 e 10. E bem conhecido na literatura que o estado de protonagdo dos
atomos de nitrogénio presentes na estrutura do CPZ torna a reagéo seletiva para a
deteccao do ion cuprico em uma determinada solucdo. [82]. A Figura 10 apresenta
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os resultados obtidos a partir da analise da relagdo entre a intensidade da cor e o pH

da solucao.

Figura 10 - Influéncia do pH na deteccao colorimétrica de ions cupricos. Condi¢cdes experimentais: 0,1
uL de CPZ (2,0 g L"), 15 uL de CMC (1%), 5 uL de tampéao, 15 pL de solugdo de ions cupricos (5,0 mg
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Em pH abaixo de 6,0, ocorre uma diminuicdo no sinal analitico, como
esperado, ja que, em valores de pH mais baixos, os atomos de nitrogénio sao
encontrados em sua forma protonada, o que leva a uma diminuicdo na capacidade de
ligacdo do complexo. Além disso, conforme o pH da solugdo aumenta de 5 para 8,
observa-se um aumento no sinal analitico, e a intensidade maxima da cor é obtida em
pH = 8. No entanto, quando o pH da solucdo é aumentado de 8 para 10, observa-se
uma diminuicdo no sinal analitico; isso ocorre devido a formacdo de hidréxidos
complexos de cobre [134], o que reduz a quantidade de ions cupricos livres
disponiveis para complexacao.

Com base no resultado obtido desta analise, o pH da solugdo de 8 foi

escolhido como o pH ideal para a conducdo de experimentos adicionais e para o

desenvolvimento do sensor colorimétrico proposto.
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3.3.4 Influéncia do volume de solucao e tempo de reacao

O volume da amostra também esta entre os paradmetros importantes que
precisam ser considerados ao desenvolver um método de pré-concentracao; isso
porque esse parametro exerce uma influéncia direta sobre a sensibilidade do método.
[135]. Levando isso em consideragcdo, um estudo foi realizado para avaliar o efeito do
volume da solucao padrao/amostra no uTAD proposto - ver Figura 11. A andlise foi
conduzida adicionando volumes de 10 a 50 uL de solucao padrao de ions cupricos no
UTAD.

Quando utilizado o volume de 10 pL, a amostra n&o foi suficiente para interagir
efetivamente como a ROI, uma vez que a adicdo do CMC faz com que a vazao da
amostra no uTAD diminua. Por outro lado, quando utilizado volume de 50 pL, ocorreu
um acumulo de solugcdo na fibra e o rompimento da barreira de CMC na ROI,

acarretando arraste do complexo CPZ-Cu através do fio de algodao.

Figura 11 - Efeito do volume da amostra e do tempo no desempenho do uTAD para a detecgéao de ions
cupricos. Parametros experimentais: 0,1 uL de CPZ (2,0 g L"), 15 uL de CMC (1%), 5 uL de solugéo
tampao pH 8, solucdo de ions culpricos (3,5 mg L1).
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Em contrapartida, a diminuicdo no volume de solugdo de amostra no uTAD
parece ser vantajosa para o processo de pré-concentracdo. Pois, para uma mesma
concentracao de ions cupricos, a medida que se aumenta o volume de amostra de 20
— 40 pL, ocorre uma diminuicéo no sinal analitico obtido. Isso se deve ao fato de que
aumentar o volume da amostra também aumenta a velocidade com que a amostra
passa pela ROI. Como resultado, ha uma diminui¢cao na interagdo dos ions cupricos
com o agente complexante. Assim, o volume de 20 uL de amostra foi escolhido como
valor étimo de trabalho e usado para experimentos posteriores.

Além do mais, ainda na Figura 11, é possivel notar que ap6s 10 minutos a
cor azul no ROI parece estabilizar, onde o sinal analitico ndo apresenta variagées
expressivas. Com base nesse resultado, o tempo 6timo de reacao escolhido foi 10

minutos.
3.4 Caracterizacao do uTAD: Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para compreender melhor a superficie da fibra de algodao no uTAD, a técnica
de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foi empregada. A anadlise foi realizada
em duas regides: F1T (apenas a fibra apos limpeza) e F1T-CPZ-CMC (ROI, F1T com
adicdo de CPZ e CMC). A Figura 12 apresenta as micrografias obtidas a partir da
analise MEV.

Os resultados obtidos mostraram que a adigdo de CPZ e CMC promoveu um
aumento na unido entre as fibras de algodao, o que levou a formagéo de uma rede de
hidrogel que aumentou a compactacao das fibras. Tal revestimento promoveu uma
reducdo da velocidade de fluxo da amostra nessa regido, funcionando como uma
barreira capaz de imobilizar o complexo CPZ-Cu formado, permitindo a obtencéo de
maior sinal analitico para deteccéo de ions cupricos.
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Figura 12. Micrografia do (a1) F1T (100x); (a2) F1T (1000x); (b1) F1T-CPZ-CMC (200x) e (b2) F1T-CPZ-
CMC (1000X). (0,1 uL de CPZ (2 g L"), 15 uL de CMC (1%)).

Fonte: Autoria prépria

A caracterizacdo quimica do fio de algodao modificado foi avaliada usando
FTIR. A Figura 13 mostra os espectros dos materiais utilizados para a construgéo do
sensor (F1T, CPZ e CMC) e o sensor desenvolvido antes (F1T-CPZ-CMC) e ap6s (F1T-

CPZ-CMC-Cu) a aplicacao para a deteccao de ions cupricos.
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Figura 13 - Espectros de FTIR de F1T, CPZ, CMC, F1T-CPZ-CMC e F1T-CPZ-CMC-Cu. (0,1 puL de CPZ
(2,0 g L"), 15 uL de CMC (1%), 5 uL de tampédo pH 8, 20 pL de solugéo de ions clpricos (10 mg L)).
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Os espectros infravermelhos de FiT e CMC mostram padrbes de
comportamento semelhantes, que incluem o seguinte: 0 modo de vibragdo de
estiramento da ligacdo OH nas bandas em torno de 3660 - 2990 cm™'; os modos de
vibragdo de estiramento e deformacgédo fora do plano de C-H em 2890 e 1313 cm
para F1T e em 2873 e 1319 cm™' para CMC. Além disso, pode-se observar o modo de
vibracdo de estiramento das ligagdes C-O-C a 1018 cm™ para F1T e a 1016 cm™ para
CMC [136]. Além disso, tanto os espectros de F1T quanto de CMC apresentam uma
banda em 892 cm™', correspondente a ligagao glicosidica. No entanto, observou-se a
presenca dos grupos COO™ no espectro de CMC; esses grupos sao detectados por
meio de vibragdes de estiramento assimétricas e simétricas em 1579 e 1409 cm™,

respectivamente [137].

O espectro infravermelho de CPZ exibe bandas de absorcdo em 3228 e 1349
cm, relacionadas as vibragdes de estiramento N-H e CN, respectivamente, e podem
ser encontradas no grupo amida. As bandas em 2929 e 2854 cm! estdo associadas
as vibracdes de estiramento de CH. Além disso, pode-se observar o pico da vibracao
de estiramento de C=0 e C=N em 1669 cm e 1635 cm!, respectivamente. A forte
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banda em 1440 cm' esta associada as vibragdes de deformacédo angular da ligagao
N-H em grupos amida [82]. O pico em 511 cm™" corresponde ao ciclohexano.

O espectro F1T-CPZ-CMC mostra claramente a presenca de bandas tipicas
das moléculas que constituem esse material. Pode-se observar a sobreposicao da
banda de estiramento O-H dos materiais celuldsicos (F1T e CMC) e a banda de
estiramento N-H do CPZ; essa sobreposi¢ao leva a uma banda combinada de modos
de vibragao de estiramento correspondentes as ligagdes O-H e N-H em 3228 cm'. Os
picos em 1654 e 511 cm™' estdo associados ao estiramento da ligagdo C=0 dos
grupos amida e ao ciclo-hexano do CPZ, respectivamente. Por outro lado, os picos
associados ao CPZ (1635, 2929, 2854 e 1440 cm™) e os picos relacionados a CMC
(1579 e 1409 cm™') n&o estao presentes no espectro F1T-CPZ-CMC; isso indica a
interacao entre o CPZ e o hidrogel de CMC ao longo da fibra de algodao.

Apbés a aplicacdo de cobre sobre a F1T-CPZ-CMC, observou-se um
deslocamento na banda de absorcdo de 3228 para 3253 cm™'; esse resultado aponta
para o envolvimento de atomos de nitrogénio na complexacdo do metal. Além disso,
foram encontradas novas bandas de absor¢do em 1592 e 1409 cm™'. O aparecimento
dessas novas bandas aponta para uma possivel reorganizacao molecular na ROI;
essencialmente, isso mostra que os grupos funcionais do CPZ, que haviam sido
anteriormente integrados ao filme de CMC, estavam agora envolvidos na
complexacéao do cobre. Outra explicacao plausivel € que os modos de estiramento de
C=0 foram deslocados para um niimero de onda menor (de 1654 cm-! para 1592 cm-
) devido a diminuicdo da densidade eletronica dos atomos ligados a C-O-N-N,
causada pelo ion metélico [82].

Com base nesses resultados, pode-se concluir que o sensor colorimétrico
desenvolvido foi funcionalizado e que houve um movimento coordenado entre cobre

e CPZ por meio dos nitrogénios amida do CPZ no uTAD.

A estabilidade térmica do uTAD desenvolvido foi avaliada usando curvas de
termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG) (Figura 14), onde as curvas
mostraram uma decomposicado em dois passos distintos. O primeiro passo ocorre
abaixo de 130°C, com perda de massa de 3% devido a evaporacao de moléculas de
agua livre e porcdes ligadas por ligacées de hidrogénio. O segundo passo ocorre em
niveis de temperatura entre 250°C e 382°C, com uma perda significativa de massa a
333,6°C, correspondente a decomposicao do material organico dos substratos que
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constituem o YTAD, seguida pela geracao de CO2 e CO [138], representando

aproximadamente 65% da perda total de massa.

Figura 14 - Curvas TG e DTG relacionadas a decomposi¢ao térmica do uTAD proposto. Condigbes
aplicadas: 0,1 uL de CPZ (2,0 g L"), 15 puL de CMC (1%), e 5 pL de solugdo tampao com pH 8
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Fonte: Autoria propria

3.5 Parametros analiticos

Uma vez que o uTAD proposto foi otimizado, parametros analiticos como faixa
linear, sensibilidade, limite de detecgéo e limite de quantificagcao, preciséo, exatidao e

seletividade foram avaliados.
3.5.1 Analise da seletividade e interferéncia

O desempenho do UTAD foi avaliado em sistemas contendo espécies
potenciais interferentes que podem estar presentes em amostras de agua e bebidas
alcodlicas. A seletividade do uTAD foi avaliada, com o sensor exposto individualmente
a cada ion, incluindo o ion alvo. Isso permitiu uma analise da resposta do sensor para
cada ion em condigdes isoladas. O estudo da seletividade do método (Figura 15)
demonstrou a especificidade da resposta do sensor aos ions cupricos, pois confirmou
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qgue a cor do sensor permaneceu inalterada na presenca de todos os ions avaliados,
exceto para o ion cuprico.

Figura 15 - Avaliacdo da seletividade do sistema sensor para andlise de ions metalicos. Condigbes
experimentais: 0,1 uL de CPZ (2,0 g L-1), 15 uL de CMC (1%), 5 uL de solugao tampéo com pH 8, 20
UL de solugdo de ions metdlicos (5,0 mg L-1) e tempo = 10 min

Fonte: Autoria propria

Além disso, para avaliar se esses ions poderiam causar interferéncia no sinal
analitico, o sensor desenvolvido foi exposto a solugdes padrao contendo ions cupricos
juntamente com ions potencialmente interferentes. Para conduzir essa analise, a
concentragio de ions cupricos e espécies interferentes (ambos a 5 mg L") foi mantida
constante na solugédo utilizada. Conforme mostrado na Figura 16, a presenca de
outros ions de metais em solucao proporcionou um erro relativo inferior a 6%. Esse
resultado é aceitavel dentro das normas estabelecidas pela Associagdo de
comunidades analiticas, (AOAC Internacional) [139].
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Figura 16 - Erro relativo percentual obtido para o sinal analitico utilizando o método proposto para
deteccdo de 5,0 mg L' de ions clpricos na presenca de fons metalicos potencialmente interferentes
em uma proporcdo de 1:1. Condicdes aplicadas: 0,1 uL de CPZ (2,0 g L"), 15 uL de CMC (1%), 5 L
de solugédo tampao com pH 8, 20 uL de amostra, 10 min
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Fonte: Autoria prépria

3.5.2 Sensibilidade e linearidade de resposta: Sem pré-concentracao versus
com pré-concentracao

A pré-concentracao do analito € uma estratégia atraente, a fim de melhorar o
limite de detecgdo do método, proporcionando uma detecgdo mais sensivel [140]. Por
isso, o desempenho do sensor desenvolvido para determinacdo de ions cupricos foi
investigado com e sem a adicdo da carboximetilcelulose para uma etapa de pré-
concentracdo no uTAD. As curvas analiticas obtidas para esse estudo estao na Figura
17 e indicam a relagéo linear entre -log R/Ro e a concentragédo de ions cupricos (mg
L).

A equacao obtida para o uTAD na presencga de pré-concentracao (com CMC)
foi -log R/Ro = 0,0084 (£ 0,0005) [Cu(ID] + 0,0306 (x 0,001), com coeficiente de
determinacgao ajustado (R?) de 0,987. Para o uTAD na auséncia de pré-concentragéo
(sem CMC), a equacao obtida foi -log R/Ro = 0,0043 (£ 0,0003) [Cu(l)] + 0,018 (£
0,002), com R? = 0,977.
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Figura 17 - Curvas analiticas para a determinacao de ions clpricos em amostras de agua com base na
aplicagéo do uTAD proposto com e sem pré-concentragcao (n=3). Condigcbes aplicadas: 0,1 uL de CPZ
(2,0g L"), 15 uL de CMC (1%), 5 pL de solugao tampao com pH 8, e 20 uL de solugdo de fons clpricos
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Fonte: Autoria prépria

Visivelmente, a adicdo de CMC ao sensor proporcionou uma melhora no r?,
além de um aumento expressivo na sensibilidade do dispositivo quando utilizado o
CMC. A melhoria consideravel observada na sensibilidade do sensor proposto é
atribuida a interacédo entre CPZ-Cu e CMC na ROI, que promove a imobilizacao do
agente quelante na ROI, aumentando a intensidade e homogeneidade da cor azul no
fio de algodao obtida para a mesma concentracao de ions cupricos. No caso do uTAD
sem CMC, o complexo de coloracao azul sofre dispersao ao longo do fio de algodao

e na zona da amostra; isso promove uma menor intensidade da cor azul no uTAD.

Além disso, a aplicacao do procedimento de pré-concentracdo (WTAD com
CMC) permitiu obter uma curva analitica com uma faixa de concentracao mais ampla
(1-10 mg L).

Para a quantificacdo de ions cupricos na bebida alcodlica (cachaca), uma
curva analitica foi construida utilizando solu¢des padrao de ions cupricos preparadas
em solucao alcodlica a 40% (v/v) (etanol:agua) - veja a Figura 18. A equacéao obtida
para o uyTAD com pré-concentragao para solucao alcodlica foi -log R/Ro = 0,0096 (*
0,0006) [Cu(ll)] + 0,0307 (+ 0,003), com R? = 0,986. Os parametros obtidos para o
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ajuste linear dessa curva analitica s&o comparaveis aos adquiridos quando utilizado a

matriz agua.

Figura 18 - Curva analitica para a determinacao de ions clpricos em bebida alcodlica (cachaga) com
base na aplicagao do uTAD proposto com pré-concentragao (n=3). Condi¢coes aplicadas: 0,1 uL de CPZ
(2,0g L"), 15 uL de CMC (1%), 5 L de solucdo tampao com pH 8, 20 L de solugdo de ions cupricos,
e tempo = 10 min
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Fonte: Autoria prépria

O limite de deteccéao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) do uTAD com pré-
concentracao foram calculados de acordo com a curva analitica obtida em agua (1 —

10 mg L") e na matriz alcodlica (1 — 12 mg L ™).

Para a determinacéo de cobre (Il) em agua, os LD e LQ obtidos foram 0,23
mg L' e 0,78 mg L, respectivamente. Para a matriz alcodlica, os LD e LQ obtidos
foram 0,21 mg L' e 0,69 mg L', respectivamente. Esses valores podem ser
comparados aos limites maximos de cobre, estabelecidos pelas legislagdes nacionais
e internacionais para amostras de agua e cachaca (Tabela 1). Indicando que o método
proposto é adequado para determinacao de cobre (Il) nessas matrizes.
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3.5.3 Precisao

A precisao do método proposto foi avaliada por meio da aplicagéo de ensaios
de repetibilidade, nos quais foram realizadas nove determinacées consecutivas
usando uma solugao contendo ions cupricos (5,0 mg L™'). Os valores de desvio padrao
relativo obtidos para as amostras de agua e de bebida alcodlica foram de 4,56% e
5,49%, respectivamente, esse resultado demonstram a concordancia entre os sinais

analiticos obtidos, podendo inferir que 0 método proposto possui precisdo adequada.
3.5.4 Recuperacao

A exatiddo do método proposto foi avaliada por meio de testes de recuperacao
em trés diferentes amostras de agua e trés amostras de cachaca enriquecidas com
ions cupricos em trés niveis de concentracdo. Os ensaios foram conduzidos em

triplicata, como mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados obtidos dos experimentos de recuperacao conduzidos usando amostras de agua
e amostras de cachaca, ambas enriquecidas com ions clpricos, com base na aplicagdo do sensor
colorimétrico baseado em imagens digitais proposto (uUTAD + DIB) (n = 3).

Amostra Adicionado® Recuperado? Recuperacao/ %

1,00 1,07 £0,13 107
Agua Torneira 2,00 1,94 + 0,08 96,5
4,00 4,09+0,13 102

1,00 0,97 +0,19 97,5

Agua Mineral 2,00 1,97 0,02 98,5
4,00 3,40 +0,14 84,9

1,00 0,88 + 0,31 88,1

Agua Lagoa 2,00 1,83 £ 0,03 91,5
4,00 3,80 £ 0,53 95,0

2,00 2,06 +0,19 103

7,00 6,81 0,29 97,3

2,00 2,09 +0,32 105

Cachaca 2 5,00 4,69 + 0,21 93,8
7,00 6,79 +0,14 97,0

2,00 2,10+0,19 105

Cachaca 3 5,00 4,42 + 0,34 88,5
7,00 6,88 + 0,37 98,2

a mg L-1

Fonte: Autoria prépria
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Utilizando o uTAD proposto, foram alcangados percentuais de recuperagao
satisfatérios para todas as amostras avaliadas. Os percentuais de recuperagao
obtidos para as amostras de agua e as amostras de cachaca estiveram na faixa de
84,9% - 107% (agua) e 88,5% - 105% (cachaca), respectivamente. O método
apresentou uma recuperagao dentro do limite aceitavel para garantia de qualidade
analitica (entre 80 a 110%) [139,141].

Este resultado demonstra que ndo ha interferéncia da matriz de amostra na
determinacao dos ions cupricos e comprova sua eficiéncia como plataforma confiavel,

até mesmo em amostras complexas, como agua, cachaca ou similares.
3.6 Analise comparativa do método proposto e do método de referéncia

Para avaliar a aplicabilidade do dispositivo proposto, amostras de agua de
torneira, 4gua mineral e 4gua de lagoa, enriquecidas com 2 mg L' de ions clpricos,
e em trés amostras diferentes de cachaca, foram analisados. Os resultados obtidos
foram comparados com os do FAAS, que foi usado como método de referéncia. A

Tabela 4 apresenta uma andlise comparativa dos dois métodos.

Tabela 4 - Andlise comparativa da determinagao de cobre utilizando uTAD como sensor colorimétrico
(LTAD + DIB) e o método de referéncia em amostras de cachaga comercial e agua

Método®
Amostra? Adicionado® E/%
FAAS uTAD

Agua de torneira 2,00 2,05+0,04 1,94+0,08 5,3
Agua mineral 2,00 2,08+0,01 1,97 +0,02 5,1
Agua de lagoa 2,00 1,96 £ 0,02 1,83+0,03 6,5
Cachaca 1 - 3,93+0,02 4,09+0,06 4,2
Cachaca 2 - 4,23+0,04 4,39+0,05 3,8
Cachaca 3 - 5,05+0,02 4,98+0,08 1,5

an=3;>emmgL"; E: | Erro relativo |

Fonte: Autoria prépria
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Os erros relativos obtidos nesta andlise foram inferiores a 6,5%. O teste t de
Student pareado realizado com um nivel de confianga de 95% também mostrou que
os resultados obtidos a partir da aplicacdo do método proposto estdo em boa
concordancia com os do método de FAAS (utilizado como método de referéncia) (t
calculado = 0,480; p = 0,637; t critico = 2,57); esse resultado ainda indica a
aplicabilidade e confiabilidade do método proposto neste estudo para a deteccéo de

ions cupricos em amostras reais.
3.7 Avaliacao do custo relacionado a fabricagdo do pTAD

Como o obijetivo principal desse trabalho é desenvolver um dispositivo para
determinacao de ions cupricos que seja eficiente, seletivo e acessivel, mesmo para
usuarios de regides onde ndo ha tanto recurso financeiro, apds a fabricacéo e a
avaliacéo da viabilidade de uso, foi feito um levantamento do valor necessario para a
construcdo do PTAD. Na Tabela 5 estdo listados os materiais utilizados e seus

respectivos custos.

Tabela 5 - Custo dos materiais para fabricagao da plataforma sensor

Custo estimado/ Custo de fabricacao por uTAD/

Material
R$ Centavos de R$
Fio 100% algodao (65 m) 5,00 0,05
CMC (250 g) 158,00 1,90
Fita dupla face (10 m) 4,00 2,40
Papel sulfite (500 unidades) 24,00 0,08
Custo total por uTAD R$ 4,43

Fonte: Autoria prépria

A cotagéo estimada para a fabricagao do dispositivo sensor a base de fio de
algodao € mostrada na Tabela 5. Como se pode constatar, o custo associado a
confeccao destes UTADs € irrisério (< 5 centavos), na ordem de alguns centavos por
dispositivo, demonstrando que a sua implementacao é viavel, sobretudo em zonas
onde 0S recursos sao escassos.
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3.8 Comparacao do UTAD proposto com outros dispositivos microfluidicos
para deteccao de ions cupricos, relatados na literatura.

A determinacdo de ions cobre (ll) utilizando o uTAD baseado em fio de
algodao e pré-concentragdo foi comparada com outros procedimentos, que também
utilizam materiais celuldsicos, recentemente relatados na literatura, conforme

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Comparagao do desempenho analitico do sensor colorimétrico com detec¢do baseada em
imagem digital (WTAD + DIB) e outras metodologias colorimétricas aplicadas na detecgdo de ions
cupricos.

Substrato Faixa linear R? Detector LD Referéncia
uPAD 2,0-7,22 0,9993 Camera/celular 0,2 [71]
uPAD 2-13 0,997 Céamera/celular 0,03 [107]
uPAD 3-25 0,99 Scanner 1,6 [142]
uPAD 1-6 0,9913 Comprimento/Régua - [143]

Fio de algodéao 1-10 0,987 Céamera/celular 0,2 Este trabalho

aem mg L'; uPAD: dispositivo analitico em papel microfluidico; R2: coeficiente de regresséo; LD: limite
de detecgao.

Fonte: Autoria prépria

Os resultados mostram que os valores dos parametros, como limite de
deteccdo, linearidade e faixa de concentracao, obtidos a partir da aplicagdo do método
proposto, foram comparaveis com aqueles dos métodos anteriormente relatados na

literatura.
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4 CONCLUSAO DO CAPITULO

Um sensor colorimétrico, a base de fio de algoddo e pré-concentracao
utilizando carboximetilcelulose como barreira, foi fabricado com sucesso para
deteccao eficiente de ions cupricos. A incorporacdo de CMC ao uTAD proposto
mostrou-se uma estratégia simples e fundamental, que proporciona a imobilizacao do
complexo colorido formado na ROI, proporcionando um melhorar o desempenho

analitico do sensor.

Em condicbes otimizadas, PTAD proposto mostrou-se adequado para
determinacdo de ions cupricos em amostras de cachaca e 4gua, proporcionando
analise rapida (10 min) com baixo consumo de amostra (20 uL), com boa preciséao e
exatidao, sem necessidade de instrumentos caros e sofisticados que sao de alto custo

de aquisicdo e manutencéo.

Além disso, uma analise comparativa da determinagdo de ions cupricos
empregando o uTAD com pré-concentragdo e o método FAAS, como método de

referéncia, ndo mostrou diferenca significativa entre os dois métodos.

Esses resultados apontam o uso bem-sucedido de um pTAD na determinagao
de ions cupricos, que proporciona resultados confidveis, com baixo custo de producéo
e anadlise, baixa geracao de residuo e alta portabilidade, adequado para anadlises in-

situ.
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CAPITULO 3:

Sensor colorimétrico baseado em fio de algodao para quantificacao de L-AA
através da reducao do azul da Prussia ao branco da Prussia com deteccao por

imagens digitais.
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1 INTRODUCAO

A vitamina C, que ocorre principalmente como &cido L-ascorbico (L-AA) [144],
desempenha um papel essencial na saude humana, fortalecendo o sistema
imunolégico e agindo como antioxidante e anti-inflamatério [145]. Sendo crucial na
prevencao do escorbuto [146], no alivio aos sintomas de COVID-19 [145], resfriados
e pneumonias [147] e na prevencao de problemas cardiovasculares [148], doenca de
Parkinson e cancer [149]. Além disso, o L-AA é um importante aditivo antioxidante
amplamente usado na industria alimenticia a fim de prolongar a vida Gtil dos alimentos
[150]. Devido a incapacidade do organismo humano em sintetizar essa vitamina
[146,151], a ingestao didria de fontes naturais ricas em vitamina C, como frutas e
vegetais [144,149,151] ou de suplementos dietéticos é essencial. Tais aspectos
ressaltam a necessidade de monitorar regularmente os niveis de L-AA para garantir o

controle de qualidade e promover escolhas alimentares saudaveis.

Até hoje, diversas metodologias tém sido empregadas na determinacéo de L-
AA, abrangendo técnicas analiticas como cromatografia liquida de alta eficiéncia [152]
acoplada a espectrometria de massas [153,154] ou com detector ultravioleta-visivel
(UV-Vis) [155], eletroquimica [156,157] e titulacdo [158]. No entanto, o0 emprego de
sensores colorimétricos baseados em imagem digital (DIB) acoplados a smartphones
tem se destacado na deteccado de analitos, devido a sua facilidade de producao,
manuseio, portabilidade e rapidez, apresentando uma alternativa eficaz em relacéao
aos demais métodos analiticos [159,160]. Além disso, o continuo avango tecnoldgico
de cameras digitais e smartphones, juntamente com sua reducdo de custo, tem

impulsionado, cada vez mais, seu uso como detectores na quimica analitica [161].

Santos e colaboradores propuseram uma abordagem econémica, ecolégica e
portatil, baseada em analise de imagem digital utilizando um smartphone como
detector para a quantificacdo de L-AA em frutas nativas e exdticas da Amazdnia
brasileira. Este estudo se destaca por ser o pioneiro na investigacao da quantidade
de vitamina C em frutas como Bacuri, Murici. O método em questao utiliza apenas 600
microlitros de amostra por anélise e se mostrou altamente adequado e eficiente, com
limite de detecgéo de 0,15 mg L' e porcentagem de recuperacgio variando de 87,1 -
116% [162].
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O emprego do método baseado em imagem digital (DIB) para propésitos
analiticos € notavelmente simples: imagens ou videos sédo capturadas, armazenadas
e decompostas em softwares apropriados para gerenciar cores primarias.
Subsequentemente, os dados sao processados por algoritmos matematicos, os quais
se fundamentam em sistemas de cores, tais como o RGB (Red, Green, Blue) [162] e
HSV (Hue, Saturation, Value). Essa abordagem permite a especificagao uniformizada
das cores, proporcionando uma metodologia adequada para analise e interpretacéao
de dados analiticos [12].

A utilizacao de DIB em conjunto com microdispositivos construidos a partir de
fibras de algodao tem se tornado cada vez mais relatada na literatura. As longas fibras
de algodao dispostas em uma configuracao helicoidal compdem o fio multifilamentar,
o qual demonstra a habilidade de conduzir liquidos nos canais capilares formados
entre as fibras, eliminando a necessidade de bombas externas [12,28,161]. Tornando

0 método ainda mais acessivel.

Dessa forma, neste capitulo é descrito um pTAD de baixo custo produzido a
partir de fio de algodao dopados com Azul da Prussia, para deteccao colorimétrica
baseada na diminui¢cao da coloragao Azul da Prussia, causado pela presencga de acido
ascérbico em amostra, para uma detecgcdo eficiente desse analito. O método foi
aplicado para a determinacédo de L-AA em sucos fresco de frutas, polpas de frutas

comerciais e formulacdes farmacéuticas.
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2 2 MATERIAIS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e preparo de solucoes:

Todas as solugdes foram preparadas com &gua deionizada com uma
resistividade superior a 18,0 MQ cm a 20° C (Millipore Milli-Q, EUA). As massas foram
medidas com precisdo de + 0,1 mg, utilizando uma balanga analitica UniBloc, modelo
AUX320, Shimadzu.

Para a solucao padrao de ions férricos, foram adicionados 0,1000 g de nitrato
de ferro (lll) nonohidratado da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ) e 1 mL de
HNOs3s concentrado da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha) a um baldo volumétrico
de 25 mL, o volume foi completado com agua deionizada. Um volume de 800 pL desta
solugéo foi pipetado em um baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado.

Para preparo da solu¢do de hexacianoferrato de potassio Ks[Fe(CN)s] com
concentracgdo de 0,001 mol L', 0,0082 g de K3[Fe(CN)e] para preparagdo um volume
de 25 mL, utilizando agua deionizada.

Na preparacao da solucao padrao de acido ascérbico, para evitar a rapida
decomposicao do L-AA, esta foi preparada em acido metafosférico a 10% [163]. Para
isso, utilizou-se uma massa de 0,0250 g de acido L (+) ascérbico (L-AA), da Isofar

(Duque de Caxias, RJ), para o preparo de 25 mL de solugao.

Como método de referéncia, foi utilizada a titulacdo iodométrica. Nesse
procedimento, as amostras reais foram tituladas com uma solugdo de iodato de
potassio (KIO3 - Dindmica, Sao Paulo, SP, Brasil) de concentragdo 0,01 mol L' em
meio acido (10 mL de acido sulfarico a 20%) e com excesso de iodeto (1 mL de Kl
(10% m/v)) utilizando amido como indicador (1 mL de solu¢cdo de amido 1% m/v). As

amostras foram tituladas até coloragéo azul.

As amostras de frutas frescas, polpa de frutas e suplemento vitaminico do tipo
comprimido efervescente foram adquiridas no comércio local da cidade de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil.

2.2 Confeccao do UTAD funcionalizado com azul da Prussia

A produgédo do uTAD foi feita seguindo metodologia anterior com algumas
modificacdes [12,164]. Resumidamente, fios de algodao 100% foram submetidos a
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uma lavagem em solucdo salina de carbonato de sédio 10 g L, fervido por 30
minutos, para eliminacao de possiveis contaminantes. Apés a lavagem, os fios foram
secos a temperatura ambiente e cortados em segmentos de 5 centimetros. Cada
segmento foi fixado em fitas adesivas de dupla face da marca Adelbras 12 mm x 10
m (fita dupla face de papel branco 410), ja previamente coladas a uma folha branca.

Abaixo de cada segmento de fio, uma marcagdo foi feita a 3 cm da
extremidade esquerda para demarcar regiao de interesse (ROI). Na ROI, foi pipetada
solucao de [[Fe(CN)e]s], e, apds secagem, solucdo de ions férricos foi pipetada em
cima. Apos tal procedimento, uma cor azul, denominada Azul da Prussia, pode ser
observada. Apds secagem, o sensor esta pronto para receber a amostra contendo
acido ascorbico, que deve ser pipetada a extremidade esquerda do fio. A Figura 19
apresenta uma fotografia do sensor utilizado para a detecgédo de 5 mg L', mostrando
o estado da ROI no tempo 0,5 e 30 minutos, evidenciando o descoloramento da regiao
de interesse.

Figura 19 - Fotografia do sensor desenvolvido para detec¢do de L-AA no tempo de 0 e 30

min. Condicbes: Fibra de algoddo modificada com 0,7 uL de ks[Fe(CN)s]s (1,0 mmol L"), 0,6 pL de
Fe(lll) (0,8 mmol L1).

30 min

2.3 Quantificacao de L-AA empregando o desenvolvido a partir de DIB,
capturadas com smartphone

O L-AA desencadeia seletivamente uma reacao redox, fazendo com que o
Azul da Prussia (AP) se reduza a Branco da Prussia (BP), resultando em uma
mudanca significativa da coloragdo. O acido ascoérbico sofre oxidagdo formando o
acido desidroascérbico. Dessa forma, a medida que a quantidade de L-AA aumenta,
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o0 desbotamento da amostra também aumenta, garantindo assim que a deteccéo
colorimétrica de L-AA seja alcancada através do desbotamento da cor azul.

A quantificacdo de L-AA no sensor desenvolvido foi realizada utilizando um
Smartphone para captura de imagens digitais. Para proporcionar iluminacao
adequada, foi utilizado uma camara com iluminagao LED. As imagens capturadas
foram processadas utilizando o sistema de cores RGB no programa Imaged. O sinal
médio da zona colorida foi obtido selecionando uma linha reta com area de 53 pixels.

2.4 Otimizacao das condicoes para confeccao do uTAD

Um design de experimentos envolvendo um planejamento fatorial completo
do tipo 2% e delineamento do composto central (DCC) foi utilizado a fim de atingir a
condicdo 6tima para producdo do UTAD para quantificacdo de L-AA. Os fatores
investigados foram: volume de Ks[Fe(CN)s] e volume de Fe(lll), adicionados ao
sensor, assim como o volume de amostra de L-AA empregado para analise no uTAD.

Na Tabela 7 estdo indicados os niveis descodificados das variaveis
independentes, juntamente com a matriz do planejamento fatorial gerada pelo
software Statistics® 7. Optou-se por adotar o valor da variacdo no canal vermelho
(AR) como sinal de resposta, considerando sua maior sensibilidade ao L-AA. As
condicOes ideais para a obtencao do uTAD mais sensivel para a detecgao de L-AA

foram determinadas a partir dos resultados obtidos.
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Tabela 7 - Niveis descodificados das variaveis de andlise e matriz para o planejamento fatorial completo
23 e o delineamento do composto central para otimizacio dos parametros utilizados para confecgédo do
WTAD para detecgdo de L-AA

Variaveis Niveis
(-1) (0) (+1)
Volume de Hexacianoferrato? 0,3 0,6 0,9
Volume de Fe(lll)2 0,3 0,6 0,9
Volume de amostra® 15 28 40
Corrida Fatores descodificado
Hexacianoferrato? Amostra® Fe(lll)2
12 0,6 49 0,6
14 0,6 28 1,1
5 0,9 15 0,3
6 0,9 15 0,9
2 0,3 15 0,9
7 0,9 40 0,3
11 0,6 07 0,6
15 (C) 0,6 28 0,6
13 0,6 28 0,1
10 1,1 28 0,6
3 0,3 40 0,3
9 0,1 28 0,6
8 0,9 40 0,9
4 0,3 40 0,9
16 (C) 0,6 28 0,6
1 0,3 15 0,3

a3 em pL; ® em mL; (C) ponto central

Fonte: Autoria prépria

2.5 Otimizacao univariada: Tempo de reacao

Apés estabelecer as condigdes oOtimas dos parametros mencionados na
Tabela 7. O tempo ideal para a captura da imagem do sensor foi investigado. Para
tanto, foi feito o monitoramento do sinal analitico para uma solu¢do padrao de L-AA
com concentragéo de 3,0 mg L', em um periodo de 35 minutos.
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2.6 Caracterizacao do sensor

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
utiizando a técnica de reflectancia total atenuada (ATR) foi realizada em um
espectréometro SHIMADZU IRSpirit QATR-S, na faixa espectral de 400 a 4000 cm™.

A estabilidade térmica do uTAD foi avaliada entre as temperaturas de 30 e
900°C utilizando um analisador termogravimétrico PerkinElmer STA 6000, com uma
taxa de aquecimento de 10°C min"' em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL

min-'.
2.7 Recuperacao

Foi realizada andlise de recuperacao utilizando o uTAD para quantificar L-AA.
Para tanto, amostras de polpas comerciais de caju (Anacardium occidentale L.) e
maracuja (Passiflora spp.), assim como sucos de laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck)
e limao (Citrus latifélia) in natura, bem como suplemento vitaminico, foram
enriquecidas com L-AA em trés diferentes niveis de concentragbes (0,5; 1,2 e 3,0 mg
L).

2.8 Método de comparacao

Para fins de comparacédo do uTAD desenvolvido para anélise de L-AA com
um método de referéncia, foi empregada a titulagcao iodométrica. Os dados obtidos
foram submetidos ao teste t pareado com um nivel de confianga de 95%. Para esta
analises, foi utilizado o software GraphPad Prisma, versao 9.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacao multivariada para confeccao do uTAD para determinacao de L-
AA

Um planejamento fatorial completo 23 e o delineamento do composto central
foram empregados para atingir a condigdo ideal para a producdao do UTAD. A
Representacao gréfica tridimensional das Superficies de Resposta e seus respectivos

graficos de contorno para AR séo exibidos na Figura 20.

As condicdes ideais obtidas para a producao do uTAD incluiram o emprego
de 0,7 uL de hexacianoferrato, 0,6 pL de Fe(lll), volume de amostra 33 uL de amostra.
Os resultados estatisticos, apds analise de variancia (ANOVA) com nivel de confiangca
de 95% (apresentados na Tabela 8), destacaram que a falta de ajuste nao foi
significativa, com p - valorigual a 0,0656, garantindo que o modelo esta bem ajustado
para o planejamento proposto. Além disso, o coeficiente de regresséo (R?) de 0,874
sugere um bom ajuste ao modelo e previsdo concisa dos dados.
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Figura — 20 (A) Representacao gréfica tridimensional das Superficies de Resposta e seus respectivos
graficos de contorno (B) para AR, mostrando os efeitos combinados dos parametros investigados na

producéo do uTAD.
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amostra/padrdao em mL.
Fonte: Autoria prépria
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Tabela 8 — Tabela ANOVA obtida através do planejamento composto central para otimizagdo das
condi¢des experimentais para constru¢do de uTAD para deteccédo de L-AA.

Soma . Média .

Fator Quadratica Grau de Liberdade Quadratica Fcac  p-valor
Falta de ajuste  140,9960 5 28,1992 133,49 10,0656
Erro puro 0,2113 1 0,2113
Residuo total 538,2993 15

* 95% de confianga; R2= 0,874
Fonte: Autoria prépria

No grafico de Pareto (Figura 21), que ilustra a importancia dos fatores e suas
consequéncias no processo, fica evidente que a maior influéncia no valor de AR é a
interacéo linear entre o volume da amostra e o volume de ferro (lll) (2Lby3L), em uma
tendéncia positiva. Além disso, tanto o fator quadratico do volume de ions férricos
(X3(Q)) quanto o fator linear do volume da amostra (X2(L)) exercem influéncia
negativa significativa no sinal analitico, indicando que, até certo ponto, o valor de AR

obtido aumenta a medida que os valores dessas variaveis diminuem.

Figura 21 - Gréfico de Pareto de efeitos principais padronizados para experimento composto central.
A linha vertical vermelha no grafico representa um nivel de confianca de 95%.

F
2Lby3L / 35,13948;

X3(Q) -15,0831

xi@Q) |
(2)X3(L) 9 562068
iLby3l |

(1)X1(|-)

X2(Q

/////%%

=

-2,93181

1Lby2L

2,529516

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fonte: Autoria prépria
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3.2 Otimizacao univariada: tempo de reacao

Ao empregar o monitoramento do sinal analitico obtido para detecgéo de L-
AA, conforme mostrado na Figura 22, observou-se que o equilibrio de reacao é
atingido entre 20 e 35 minutos. Onde o sinal analitico ndo apresenta variagdes
expressivas. Com base nesse resultado, o tempo para captura das imagens digitais
para os ensaios seguidos foi fixado em 25 minutos.

Figura 22 - Influéncia do tempo de reacédo na detecgdo de L-AA (3 mg L™"). Condigdes: Fibra
de algodao modificada com 0,7 uL de ks[Fe(CN)e]s (1,0 mmol L"), 0,6 uL de Fe(lll) (0,8 mmol L-).
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Fonte: Autoria prépria

3.3 Caracterizacao do uTAD
3.3.1 Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica do sensor foi avaliada através das curvas TG (preto) e
DTG (azul), ilustrada na Figura 23.

Conforme evidenciado, a analise térmica do sensor desenvolvido, conduzida
sob atmosfera inerte, destaca sua notavel estabilidade térmica até a temperatura de
270 °C. No primeiro estagio, a perda de massa de aproximadamente 5% € atribuida a
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volatilizagdo das moléculas de agua adsorvidas na fibra. Em um segundo estagio (270
—390 °C), ocorre a decomposicao do material organico dos substratos que constituem
o UWTAD, com consequente liberacdo de compostos volateis, resultando na maxima

perda de massa (83%) [138,161]. Este resultado demonstra a boa estabilidade térmica
desse sensor.

Figura 23 - Curvas TG/DTG relacionadas a decomposi¢éo térmica do uTAD proposto para deteccao de
acido ascorbico. Condigdes: Fibra de algodao modificada com 0,7 uL de Ks[Fe(CN)s] (1,0 mmol L),
0,6 L de Fe(lll) (0,8 mmol L)
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Fonte: Autoria prépria

3.3.2 Espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR da fibra de algodao e da fibra de algoddo modificada
com azul da Prussia (Figura 24) exibem um pico intenso a 3333 cm! referente ao
estiramento de O-H. O comprimento de onda 2892 cm™ ¢é caracteristico do
estiramento de C-H dos materiais organicos, e o pico 1365 cm™ deriva dos modos de
vibracao de C-H de estiramento e deformacgao fora do plano. Dois picos intensos em
1052 e 1025 cm™ sdo atribuidos as vibragoes de estiramentos da ligagdo C-O da
hidroxila e —O— dos éteres, respectivamente [165]. No comprimento de onda 893

cm™' é observado um pico de média intensidade correspondente a ligagao glicosidica.
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Todos esses picos estdo diretamente relacionados a estrutura de celulose presente

nas fibras de algodao.

No espectro FTIR do uTAD (que consiste na fibra de algodao funcionalizada
com ferrocianeto férrico), sdo observadas alteragdes significativas, incluindo um pico
de alta intensidade em 2073 cm™, associado ao Fe(ll), e um pico em 2096 cm™,
referente ao Fe(lll), relacionados as frequéncias de vibragao de alongamento C=N na
rede Fe(ll)-C=N-Fe(lll) [166]. Além disso, na regido entre, 620 e 500 cm-', mais
precisamente em 611 cm™ e 518 cm™', ha picos caracteristicos dos modos de vibragéo
de flexdo e de estiramento Fe — C=N, respectivamente [167,168]. Esses resultados

evidenciam a funcionalizac&o da fibra de algodao que compde o sensor colorimétrico.

Figura 24 - Espectros de FTIR da fibra de algodao (em preto), e da fibra de algodao modificada com
azul da Pruassia (em azul). Condigdes: Fibra de algodao modificada com 0,7 uL de ks[Fe(CN)s]s (1,0
mmol L), 0,6 pL de Fe(lll) (0,8 mmol L7).
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Fonte: Autoria prépria
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3.4 Parametros analiticos

Apoés otimizagdo do sensor colorimétrico confeccionado com fio de algodao
para determinacdo de L-AA, o desempenho e a confiabilidade do método foram
avaliados de acordo com os procedimentos de validagao de metodologias analiticas
descritos pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)
[132] e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [131]. Para isso,
foram avaliadas a seletividade, linearidade, limite de deteccao, limite de quantificacao,

precisao e recuperacao do método proposto.
3.4.1 Interferente

Para avaliar o efeito da presenca de outras substancias potencialmente
interferentes no sinal analitico obtido na determinacéao de L-AA, o sensor desenvolvido
foi exposto a solugdes padrao contendo o L-AA, juntamente com algumas substancias
que podem ser potencialmente interferentes. Para realizagcdo desta analise, a
concentragdo de L-AA e das espécies interferentes foram empregadas de forma
equivalente. O erro relativo percentual do sinal analitico envolvido nesta analise é

exposto na Tabela 9.

Tabela 9 - Erro relativo percentual obtido para o sinal analitico utilizando o método proposto para
deteccéo de L-AA na presencga de algumas substancias potencialmente interferentes (propor¢cao molar
de 1:1).

Interferente Erro relativo (%)

Glicose 0,95254
D-frutose 3,60169
Acido Citrico 1,69492
NaCl 2,54237

Fonte: Autoria propria

Como verificado, nos ensaios de interferéncia foi obtido erros relativos
percentuais do sinal analitico de menos de 5%. Este resultado indica que as
substancias estudadas n&o podem interferir na determinagéo precisa de L-AA quando
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empregado o método sugerido. Portanto, indicando sua adequacao para a
quantificagdo de L-AA em amostras reais complexas.

3.4.2 Linearidade

Como notado na Figura 25, a curva analitica do padrao externo que evidencia
uma relagao linear entre a variagédo de intensidade do canal R (AR) e a concentragao
de L-AAem mg L'. A equacdo matematica que descreve essa relagéo é AR = 8,56954
(£0,1923) [L-AA] + 0,26892 (+ 0,6638). Apresentando um coeficiente de determinacao
(R?) de 0,998.

Figura 19. Curva de calibracao obtida para o método desenvolvido para deteccdo de L-AA
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Fonte: Autoria prépria

3.4.3 O limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de detecc¢éao (LD) é a menor concentragdo de um analito que pode ser
identificada, mas nao necessariamente quantificada, enquanto o limite de
quantificacdo (LQ) consiste na concentracdo minima de um analito que pode ser
medida como um resultado quantitativo [139]. Neste método, tais parametros
analiticos foram calculados por meio das equagdes LD = 3 DP/A e LQ = 10 DP/A.

Onde DP ¢ a desvio padrao da resposta analitica para a amostra em branco (n = 15),
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e A ¢é o coeficiente angular da curva analitica. O LD do método para determinacéo de
L-AA foi de 0,18 mg L™, enquanto o LQ foi de 0,62 mg L™".

3.4.4 Precisao

A precisdao de um método esta relacionada a consisténcia dos resultados
obtidos em experimentos independentes sob condi¢des definidas [139]. Para avaliar
a precisdo do método proposto, foram realizados ensaios de repetibilidade, com onze
determinacdées consecutivas utilizando solucbées de L-AA em trés niveis de
concentragdes diferentes: 1,0; 3,0 e 5,0 mg L. Os desvios padrao relativos obtidos
foram 6,51%; 3,51% e 3,44%, respectivamente.

3.4.5 Recuperacao

A exatidao do método foi avaliada por meio de experimentos de recuperacao
em amostras reais, incluindo polpa de fruta, suco da fruta (in natura) e pastilhas de
suplemento vitaminico. Na Tabela 10 estdo expressos os valores percentuais obtidos

para esse ensaio.
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Tabela 10 - Resultados obtidos na analise de recuperag¢édo para amostras reais enriquecidas com L-
AA, obtidos através da utilizag@o do sensor colorimétrico digital proposto (UTAD + DIB), em triplicata

Amostra Adicionado? Recuperado? Recuperacao/%
0,5 0,44 £ 0,07 87,2
Polpa de caju 1,2 1,19+£0,12 99,1
3,0 3,09 +£0,12 103
0,5 0,52 £ 0,25 103
Polpa de maracuja 1,2 1,15+0,18 95,8
3,0 2,97 £0,12 99,1
0,5 0,52 £ 0,25 103
Laranja in natura 1,2 1,31 £ 0,31 109
3,0 2,93+0,10 97,8
0,5 0,48 £ 0,21 95,2
Limao in natura 1,2 1,23 + 0,07 102
3,0 3,09 +£0,12 103
0,5 0,52 £ 0,07 103
Vitamina C 1,2 1,27 £0,14 106
3,0 3,05 +0,25 102
amg L

E possivel verificar que o método proposto alcancou boas taxas de

recuperacao para todas as amostras analisadas, com uma variagdao percentual de

87,2 a 109. Este resultado demostra que a determinagcédo de L-AA, empregando o

método proposto,

ndo é significantemente afetada pela matriz da amostra,

confirmando sua adequacao para tal objetivo, mesmo em amostras mais complexas.

3.5 Analise comparativa do método proposto e do método de referéncia

Para avaliar o desempenho analitico do dispositivo sensor proposto, seus

resultados foram comparados com aqueles obtidos através da titulagdo, que foi

utilizada como método de referéncia. Esta analise comparativa é apresentada na

Tabela 11.
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Tabela 11 - Analise comparativa da determinacao de L-AA utilizando pTAD como sensor colorimétrico
(LTAD + DIB) e o método de referéncia

Método
Amostra E %
Titulagcao? uTAD+ DIB®

Polpa de caju? 127,33 +1,93 122,87 +11,9 3,5
Polpa de maracuja? 12,75 £ 0,77 11,89 £1,82 6,7
Laranja in natura® 37,09 £ 1,63 38,65 £ 4,72 4,2
Lim&o in natura?@ 2425 +1,24 23,00 £ 1,82 5,2
Suplemento® 0,892 £ 0,03 0,912 £ 0,06 2,1

aem mg/ 100 g de polpa; >em mg/ 100 mL de suco; ¢em g/ comprimido. E: | Erro relativo|

Fonte: Autoria prépria

Os erros relativos obtidos nesta comparagao foram inferiores a 6,7 % (Tabela
11), validando a eficiéncia do procedimento sugerido para determinagdo de L-AA.
Além disso, um teste-t pareado, ao nivel de confianca de 95%, confirmou a
concordéancia entre os resultados obtidos a partir do método de referéncia e do método
proposto (p-valor = 0,5657), reforcando a confiabilidade da abordagem proposta neste
estudo.

Os teores de L-AA encontrados na andlise do comprimido de suplemento
dietético de vitamina C, empregando ambas as metodologias, estdo dentro dos
parametros estabelecidos pela legislacdo brasileira (Resolugdo RDC ANVISA n°
360/2003), uma vez que € aceita uma tolerancia de até (x) 20% em relagdo aos
valores nutricionais declarados no rétulo [169].

No Brasil, conforme descrito no Anexo Il da Instrucdo Normativa n® 37, de 1°
de outubro de 2018, o MAPA [170] estabelece parametro para o teor de L-AA em
polpas de frutas. Para a polpa de caju, ndo ha valor maximo previsto para o conteudo
de L-AA, apenas valor minimo de 80 mg/100g. Entretanto, para a polpa de maracuija,
nao ha nenhum valor estipulado, nem maximo, nem minimo. Dessa forma, como pode
ser observado na Tabela 11, a polpa de caju analisada atende ao parametro de
qualidade para o conteudo de L-AA.
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3.6 Comparacao do método desenvolvido (uTAD + DIB) com outros métodos

para deteccao de L-AA relatados na literatura

O método proposto para a determinacao de L-AA utilizando o uTAD baseado

em fio de algodao e detecgéo por imagem digital foi comparado com outros métodos

recentemente relatados na literatura. Os resultados indicam que parametros, como

limite de deteccéo, linearidade e faixa de trabalho, alcancados pelo método proposto

sao comparaveis aos métodos anteriores, como mostra a Tabela 12.

Tabela 12 - Comparagéao entre 0 desempenho analitico do sensor colorimétrico com detecgéao
por imagens digitais (WTAD+ DIB) e outras metodologias relatadas para deteccéo de L-AA.

Amostra Faixa linear? R? Método LD? Referéncia
Frutas e formulagoes 0,59-590 0997 Smartphone 0,15 [162]
armacéuticas
Frutas e vegetais 2,20 - 3,99 0,967  Smartphone - [171]
Suco de frutas 0,09 — 29,94 0,993  Smartphone 0,51 [172]
Frutas 176,12 -1761,20 0,990 Cameradigital 22,02 [173]
Frutas 0,09-17,6 0,995  Smartphone 0,06 [174]
Frutas e formulacdes
o 1,76 — 2,20 0,991 Smartphone 0,07 [175]
farmacéuticas
Suco de frutas e
formulacoes 20-80 0,998  Smartphone 5,0 [176]
farmacéuticas
Suco de frutas e
formulacdes 1-5 0,994  Smartphone 0,18 Este trabalho

farmacéuticas

2 em mg L'; R2: Coeficiente de regress&o; LD: limite de detecgéo.
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4 CONCLUSAO DO CAPITULO

Neste capitulo, foi descrito o desenvolvimento e a aplicagao de um dispositivo
microfluidico colorimétrico baseado em fibras de algodéo para a detecgéo eficiente de
L-AA através da analise de imagem digital. Nesse dispositivo, uma reagéao redox do
Azul da Prussia (AP), que acarreta uma mudanga de cor do meio reacional de azul
para branco (Branco da Prussia, forma reduzida do AP), na presenga de L-AA é
utilizada para quantificacdo desse analito. O desempenho do sensor foi validado
quanto a sua linearidade, limite de deteccéao, limite de quantificacdo, seletividade,
recuperacao e precisdo. Os resultados obtidos demonstram a confiabilidade do sensor
proposto ao detectar com eficiéncia o L-AA em amostras de polpas de sucos, sucos
de frutas in natura e suplemento vitaminico. Além disso, ao comparar a determinacao
de L-AA utilizando o pTAD proposto com um método de referéncia, nao houve
diferenga significativa entre os resultados obtidos, com nivel de confianga de 95%.
Esses resultados validam esse uTAD como uma ferramenta versatil, econdmica,

eficiente e adequada para uso in-situ.
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5 CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho, foi comprovado a eficiéncia de microdispositivos
colorimétricos construidos com fibra de algoddao e emprega analise de imagens
digitais para quantificacao de cobre e vitamina C, em amostras reais. Esta abordagem
mostrou uma exatidao semelhantes aos métodos de referéncia, tornando essa

proposta uma alternativa viavel para monitoramento de compostos analiticos.

Os UTAS’s desenvolvidos sdo de baixo custo e operam com volumes
reduzidos de amostras e reagentes (na faixa de microlitros). Além disso, esses
dispositivos permitem analises em tempo habil, proporcionando respostas analiticas
precisas em questdes de minutos, o que é altamente favoravel em situacdes de

emergéncias, onde respostas rapidas sao imprescindiveis.

No entanto, este estudo ndo sé demonstra o potencial dos microdispositivos
analiticos colorimétricos baseados em fio de algodao e andlise de imagens digitais,
como também fornece uma base para futuras pesquisas voltadas para os mais
diversos analitos, através de etapas simples de modificacdo quimicas da superficie
da fibra de algodao e adequacao de parametros do sistema.
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