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RESUMO

Dispositivos analiticos de papel (PAD) séao ferramentas simples e de baixo
custo que utilizam pequenas quantidades de reagentes e amostras em
determinacdes qualitativas ou quantitativas. Sua aplicacdo para andlises que
empregam a fluorimetria baseada em imagens digitais é ainda um desafio devido
a necessidade de uniformizacdo da radiacdo de excitacdo nas zonas de
deteccao, assim como do ajuste fino das imagens, previamente a aquisicao dos
sinais RGB (red, green, e blue) em tempo real. Paralelamente o cloridroxido de
aluminio € um ingrediente ativo da maioria dos antitranspirantes comercialmente
disponiveis, sendo a determinacdo do aluminio uma maneira de realizar o
controle de qualidade desses produtos, visto que o analito é potencialmente
prejudicial a salde humana. Para esse fim, foi desenvolvido um fluorimeto capaz
de realizar determinacgfes por fluorescéncia de maneira agil utilizando PAD e
imagens digitais, com o controle e leitura feito por smartphone, utilizando um app
desenvolvido durante a pesquisa. Utilizando o método de complexacdo de
aluminio (IlI) com Morina e a componente B de RGB como sinal analitico, obteve-
se uma resposta linear (R? = 0,994) para concentracées de 1,0 a 8,0 mg L de
aluminio, com um limite de deteccdo de 0,24 mg L%, sendo a precisdo das
medidas da ordem de 3,1 %. Foram realizadas determinac¢des de cloridroxido de
aluminio em amostras de antitranspirantes comerciais usando o instrumento
proposto e um método de referéncia baseado em absor¢cdo atbmica em chama,
nao sendo observadas diferencas significativas, ao nivel de 95% de confianca,
ao se realizar uma analise de variancia. Demonstrou-se, dessa forma, que
dispositivos PAD podem ser empregados com sucesso na determinagao de
aluminio em antitranspirantes utilizando um fluorimetro lab-made com deteccéo

via imagem digital.

Palavras-chave: PAD, fluorescéncia, imagens digitais, aluminio, quimica verde,
smartphone.



ABSTRACT

Paper analytical devices (PAD) are simple, low-cost tools that use small
amounts of reagents and samples in qualitative or quantitative determinations.
Their application for analyses using fluorimetry based on digital images is still a
challenge due to the need for uniformity of the excitation radiation in the detection
zones, as well as the fine tuning of the images, prior to the acquisition of the RGB
(red, green, and blue) signals in real time. In parallel, aluminium chlorohydrate is
an active ingredient of most commercially available antiperspirants, and the
determination of aluminum is one way to perform quality control of these
products, since the analyte is potentially harmful to human health. For this
purpose, a fluorimeter capable of performing fluorescence determinations in an
agile manner using PAD and digital images, with control and reading done by
smartphone, using an app developed during the research, was developed. Using
the complexation method of aluminum (111) with Morin and the RGB component B
as analytical signal, a linear response (R? = 0.994) was obtained for
concentrations from 1.0 to 8.0 mg L of aluminum, with a detection limit of 0.24
mg L2, and the precision of the measurements was around 3.1%. Aluminium
chlorohydrate determinations were performed in commercial antiperspirant
samples using the proposed instrument and a reference method based on flame
atomic absorption, and no significant differences were observed, at the 95%
confidence level, when comparing the results with an analysis of variance. It was
thus demonstrated that PAD devices can be successfully employed for the
determination of aluminum in antiperspirants using a lab-made fluorimeter with

digital image detection.

Keywords: PAD, fluorescence, digital images, aluminum, green chemistry,
smartphone.
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1. Introducéo

1.1 PAD

Os chamados micro dispositivos fluidicos a base de papel (UWPAD do
inglés microfluidic paper-based analytical device), ou simplesmente dispositivos
analiticos de papel (PAD) séo ferramentas analiticas relativamente novas que
podem ser utilizadas para analisar pequenos volumes de amostra e que
possuem propriedades desejdveis para realizacdo de procedimentos
miniaturizados, como portabilidade, baixo custo e possibilidade de uso por

pessoas leigas 1.

A composicao e estrutura do papel confere caracteristicas hidrofilicas aos
dispositivos que favorecem a sua utilizacdo com solucdes aquosas, amplamente
empregadas em métodos de andlises quimicas 2. O transporte dos liquidos
também é mais facil se comparado com técnicas microfluidicas tradicionais, pois
a capilaridade promove o movimento dos fluidos ao longo dos dispositivos sem
exigir o uso de dispositivos extras como bombas eletrénicas, que diminuem a
portabilidade devido ao aumento do sistema e a necessidade de fontes de

energia para operacao e controle 3.

As analises também costumam ser mais rapidas do que aquelas
realizadas por procedimentos convencionais devido a alta proporcéo
superficie/volume, a estrutura porosa e os volumes reduzidos, o que possibilita
andlises onde o volume da amostra é limitado 2. Por fim, o papel gera uma
guantidade menor de residuos se comparado com analises tradicionais devido a

sua simplicidade e tamanho #.

Os PAD podem ser construidos facilmente limitando canais hidrofilicos no
substrato por meio de barreiras hidrofébicas, resultando em uma fabricagéo facil
e de baixo custo. Existem diferentes métodos para realizar esse trabalho, cada
um possuindo suas vantagens e desvantagens. Por exemplo, Chitnis (2011)
usou um laser de CO2 para subtrair as partes hidrofébicas de um papel recoberto
com cera para formar os seus canais para a deteccdo de hemoglobina por
luminol, um meétodo de fabricacdo limitado pelo alto custo dos equipamentos

necessarios para producdo °. Em outro exemplo, foi utilizado um processo de

1



carimbagem para aplicacdo de tinta hidrofobica sobre o papel, de forma a se
desenvolver uma técnica rapida e de baixo custo. Porém, esse processo se
mostrou inconsistente e apresentou uma baixa resolucao nas possibilidades de

design do dispositivo °.

Um método que se destaca € a impressao por cera, se mostrando rapida,
eficiente e relativamente barata na fabricacdo do PAD, onde se emprega uma
impressora de cera comercial, um papel adequado e uma forma de aquecimento
para realizar a penetracdo da cera de um lado ao outro do papel. As
modificacdes na etapa de prototipo podem ser realizadas rapidamente e a
expansao da cera no papel pode ser facilmente prevista, reduzindo possiveis
erros de fabricacdo. A técnica se mostra adequada para producdo em grande
escala, podendo ser facilmente adaptada a uma linha de producao para escalar
a producdo. O processo de fabricacdo envolve duas operacdes principais: a
impressao dos padrbes de cera na superficie do papel e o derretimento da cera,
que devido a um aumento de temperatura penetra o papel e forma as barreiras
hidrofébicas conforme ilustra a Figura 1, resultando no produto ilustrado na
Figura 2 “.



Cera
[] Papel

Aquecimento

Figura 1: Processo de fabricagdo ampliado em um corte transversal. Etapa de impressdo do
dispositivo, com deposicao da cera na superficie do papel (1), apds o aquecimento a cera penetra
e se deposita nas fibras do papel (2).

Figura 2: Resultado apés a penetragdo da cera. Parte escura indica a regido hidrofébica (cera)
e a parte clara indica a regiéo hidrofilica (papel).

O método de deteccdo a ser usado em associacdo com o PAD é outra
parte que requer atencdo, com diversos métodos combinando diferentes
sensores e adequacdes as peculiaridades de se realizar essas analises em
papel. O uso da colorimetria € uma das alternativas mais populares, com 0s
resultados de analises qualitativas podendo ser avaliados a olho nu (spot testes,
testes falso/positivo) 8. Por outro lado, para a quantificacdo de analitos, a
colorimetria requer o uso de calibracdo com solucbes padrdo e deve ser
realizada, preferencialmente, obtendo-se imagens digitais a partir de algum
dispositivo de imagem, como a camera de um smartphone °. O uso de PAD
combinado com sensores eletroquimicos € outra alternativa bastante estudada.

3



Por exemplo, € possivel realizar analises quantitativas de uma gama de

substancias relevantes a satide humana usando deteccdo amperométrica ©.

1.2 Imagens digitais

Colorimetria € a ciéncia e tecnologia usada pra quantificar e descrever
fisicamente a percepgdo humana de cor . Tradicionalmente, muitos ensaios
quimicos eram realizados por meio de métodos colorimétricos visuais cujos
procedimentos levavam a mudancas de cor que podiam ser relacionadas a
identificacdo ou quantificacdo do analito observando a mudanca de cor a olho
nu. Por exemplo, em uma titulagdo se observa a mudanca de cor para se
determinar o ponto final e, consequentemente, a concentracdo do analito. Ja a
colorimetria fotoelétrica, usa aparatos como colorimetro fotoelétrico e
espectrofotdometro. Atualmente as técnicas quantitativas classicas vém sendo
substituidos por essas alternativas instrumentais, levando a colorimetria a ser
usada em testes qualitativos e analises de menor sensibilidade devido a sua
facilidade de uso e baixo custo. Esses métodos sempre apresentaram
desvantagens inerentes a percepc¢ao da cor: estimativas sobre cor sdo subjetivas
e variam de pessoa para pessoa, a influéncia da luz de fundo, existéncia de
perturbacdes da percepcdo visual em parte da populacdo (por exemplo,

daltonismo) e, no geral, apresentam limitacdes em andlises quantitativas 2.

O advento e avanco de sensores de imagens e detectores de cor abriram
novas possibilidades para utilizacdo desses métodos com uma melhor
aplicabilidade e precisdo, uma vez que € possivel tratar a cor como uma
propriedade 6ptica da matéria, que contém informacado quimica e que pode ser
medida objetivamente. Na ultima década, a popularizacdo de dispositivos para
captura de imagens digitais gerou um salto exponencial na quantidade de
publicacdes cientificas que exploram as suas novas possibilidades de uso em
medidas analiticas, conforme ilustrado na Figura 3. Os usos desses novos
sensores possibilitam substituir instrumentacdes de custo elevado por
alternativas de facil acesso e maior portabilidade, que apresentam um
desempenho analitico adequado para realizar medidas precisas e variadas,

minimizando as desvantagens inerentes a instrumentos e técnicas mais antigas.
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Figura 3: Gréfico do niumero de artigos e os anos de publicacé@o obtido através de uma consulta
com os termos “digital images” na categoria topicos da base de dados Web of Science.

Para realizar essas analises se faz necessario o uso de um método para
guantificar as cores a serem medidas. Para isso, 0s espacos de cor derivados
da teoria das trés cores primarias que simulam a percepcdo humana sao
comumente utilizados. Entre os diferentes modos de se expressar cores no meio
digital destacam-se o HSV (do inglés hue, saturation e value), CMYK (do inglés
cyan, magenta, yellow e key) e principalmente o RGB (do inglés red, green e
blue). Para o sistema RGB uma dada cor pode ser representada por trés valores
correspondentes as cores da sigla (vermelho, verde e azul, respectivamente),
com a intensidade de cada componente variando de 0 a 255. Sendo os dois
extremos: o branco, presenca maxima de todos os componentes, representado

por (255,255,255) e o preto, minimo de todas as componentes, por (0,0,0) 3.

A obtencdo de imagens digitais para posterior avaliacdo dos valores de
cor podem ter diversas origens, como cameras digitais, smartphones, webcams
e scanners 4 Apds obtidas, essas imagens sdo geralmente tratadas em um
software, determinando os valores para um espaco de cor, 0 que pode ser feito
por uma analise da cor de um pixel (menor unidade de uma imagem digital) ou
pela média dos valores de multiplos pixels de uma area da imagem 5. A partir
desses valores quantitativos € possivel encontrar relacées entre a variacdo das
cores e suas intensidades com as propriedades de interesse para as analises,
como por exemplo, quantificar a concentracdo de analitos ou complexos

coloridos.



1.3 Fluorescéncia

Fluorescéncia e fosforescéncia sdo exemplos de luminescéncia, que € a
emisséo de luz de um estado excitado de uma molécula, sendo uma emisséo de
curta duracdo, chamada entédo de fluorescéncia, enquanto a luminescéncia de
maior duracdo € denominada fosforescéncia. Fluorescéncia € um processo no
qual &tomos ou moléculas sdo excitados pela absor¢cdo de radiacdo
eletromagnética e as espécies excitadas entdo relaxam retornando ao seu
estado fundamental e liberando o excesso de energia como fétons no processo
16, Essa fluorescéncia molecular é determinada pela excitacdo de uma amostra
em um comprimento de onda de absorcdo e medindo a emissdo em um
comprimento de onda mais alto, chamado de comprimento de onda de

fluorescéncia.

A fluorescéncia é observada em transicbes eletrbnicas a partir de um
estado eletronico excitado de menor energia (primeiro singleto, S1) para um dos
niveis vibracionais do estado fundamental. Entdo, uma molécula fluorescente
absorve radiacdo que promove seus elétrons para niveis de energia superiores
ao estado excitado do primeiro singleto e processos como a conversao interna e
relaxacéo vibracional levam a energia até o estado excitado (S1) para que entdo

ocorra a fluorescéncia.

Como fluorescéncia € um dos muitos mecanismos pelos quais a molécula
retorna ao seu estado fundamental ap@s ser excitada pela absor¢ao da radiagéo,
muitos compostos nado fluorescem devido as suas estruturas possuirem
caminhos para relaxagcdo nao-radiativa mais rapida que a emissao fluorescente.
Experimentalmente se sabe que a fluorescéncia € favorecida em moléculas
rigidas, no qual essa rigidez diminui a velocidade da relaxagéo ndo-radiativa de
modo que a relaxacado pela fluorescéncia possa ocorrer. Em muitos compostos
a eficiéncia quantica (razao entre o numero de moléculas que fluorescem e o
namero total de moléculas excitadas, ou a razao entre os fotons emitidos e
excitados) diminui quando ocorre o aumento da temperatura, devido ao aumento
da frequéncia de colisbes que ocasiona a maior probabilidade de relaxacéo
colisional, esse processo também pode ocorrer quando a diminuicdo da

viscosidade do solvente.



Entre os instrumentos capazes de realizar medidas de fluorescéncia esta
o espectrofluorimetro, ilustrado na Figura 4, que € composto por diversos
componentes de forma a otimizar e adequar a peculiaridades desse fenémeno.
O primeiro componente necessario no instrumento € uma fonte de excitagao:
como lampadas de arco de mercurio, lampadas de arco de xendnio-mercurio ou
um laser. Caso a fonte de excitacdo seja de amplo espectro é necessario 0 uso
de seletores de comprimento de onda, que podem ser filtros ou
monocromadores, que permitem a varredura do espectro. E necessaria uma
geometria de 90° entre a excitagdo da amostra e as medidas de emisséo para
evitar a observacao da fonte pelo detector, esse arranjo deve ser contido em um
ambiente fechado de forma a evitar exposicdo a radiacdo externa. Apds a
amostra ser excitada, a emissao deve passar por outro filtro, podendo ser usado
um segundo monocromador capaz de realizar a selecdo do comprimento de
onda de emissdo especifico para o analito. Esses monocromadores e 0s
transdutores para obtencéo do sinal sdo normalmente similares aos empregados
nos espectrofotdbmetros de absor¢ao, com fotomultiplicadoras sendo usadas em
espectrofluorimetros de alta sensibilidade, esses componentes acabam

elevando o custo da instrumentacéo e aumentando sua complexidade 7.
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Figura 4: Esquema de componentes de um espectrofluorimetro. Adaptado de Skoog (2015).



1.3.1 Fluorescéncia e imagens digitais

Atualmente, com avanco da tecnologia presente em cameras digitais
pode-se produzir imagens com uma alta contagem de pixels e operando sobre
condi¢cbes de baixa iluminacdo, condi¢cdes que possibilitam o uso em medidas
de fluorescéncia, j& que esse tipo de medida requer uma alta sensibilidade e sao
realizadas em condicbes especificas (baixa luminosidade e excitacdo em

comprimento de onda especifico) 8. O uso de uma fonte excitacdo de menor

custo no desenvolvimento também pode levar a instrumentos mais
compactos, isso combinado ao avanco e reducdo do tamanho de dispositivos
capazes de capturas imagens digitais (por exemplo, smarthphones) pode levar
ao desenvolvimento de ferramentas portateis capazes de realizar ensaios

rapidos e com aplicagfes do tipo ponto de uso.

Em um exemplo da combinacdo entre imagens digitais e uma analise
utilizando fluorescéncia, através do uso do flash para promover a excitacdo e a
camera para obter as imagens digitais, ambos de um smartphone, Mccraken
(2017) construiu um dispositivo para avaliar a concentracdo de Bisfenol A em
amostras de agua. Para isso foi usado acido 1-hidroxipireno-3,6,8-trisulfénico
(HPTS) que tem sua fluorescéncia inibida pela concentracdo do analito em
solucdo. A técnica mostrou um limite de deteccdo de 4,4 uM, se mostrando
promissora em detectar o Bisfenol como contaminante em lixiviados de residuos
e amostras industriais. Porém a técnica requer o uso de um software externo ao
smartphone para tratar a imagem e realizar a analise por RGB, além de usar

uma cubeta com caminho éptico de 1 cm para as analises *°.

1.3.2 Fluorescéncia e dispositivos de papel

Atualmente estuda-se o potencial das técnicas de fluorescéncia e
guimiluminescéncia para realizar analises em dispositivos de papel, com alguns
métodos obtendo baixos limites de deteccao e resultados precisos em analises
ultrassensiveis 2°. Apesar disso, esses métodos apresentam algumas
dificuldades: alguns papéis apresentam a capacidade de autofluorescéncia e

acrescentam ruido de fundo as medidas.

Aplicagcbes com dispositivos de papel séo realizadas usualmente

empregando-se medidas colorimétricas com um reagente seletivo ao analito,



sendo as medidas de fluorescéncia pouco praticadas em PAD, pois esse tipo de
analise envolve certos fatores que necessitam de instrumentac&o um pouco mais
elaborada que aquela necessaria para as medidas de colorimetria usuais. Em
medidas de fluorescéncia molecular ha necessidade de uma fonte excitagdo
adequada ao analito, assim como a leitura da intensidade da radiacdo de
emissao que ocorre em uma faixa de comprimento de onda também especifica.
Dessa forma, € usualmente necessaria a selecdo dos comprimentos de onda de
excitacdo e emissao tal como empregar uma fonte de radiacdo adequada para
a realizacao das medidas.

Levando em conta esses fatores, como a intensidade da fluorescéncia
depende da quantidade de fétons absorvidas durante a excitacéo 2%, a irradiacdo
deve ocorrer de forma uniforme e reprodutivel, o que depende da distancia das
areas individuais da fonte de excitacédo, influenciando a absor¢édo e emissao da
radiacdo pelas substancias em diferentes zonas do PAD. Ha também compostos
fluorescentes que se degradam sobre radiac&o ultravioleta ao longo do tempo,
22, logo a aquisicdo de imagens deve ocorrer imediatamente apds a exposicéo
do PAD a luz de excitacdo, obtendo a fluorescéncia maxima e prevenindo a

perca de sensibilidade.

1.4 Aluminio em antitranspirantes

O aluminio é o terceiro elemento quimico mais abundante na crosta
terrestre 23, sendo assim, os seres humanos sdo constantemente expostos ao
metal ou compostos ibnicos do elemento, na forma de p6 e de particulas
dispersas no meio ambiente. J4 sdo conhecidas muitas das propriedades
quimicas do aluminio e da sua relacdo com a toxicidade, porém, certos fatores
do mecanismo pelo qual sua atividade toxica se manifesta ainda sdo pouco

elucidados 24.

Sais de aluminio sdo os ingredientes ativos de agentes antitranspirantes
aplicados diretamente sobre a pele, bloqueando os dutos de suor pela formacéao
e subsequente precipitacdo de hidréoxido de aluminio dentro das glandulas

sudoriparas écrinas, o que leva a inibicdo da secrecdo de suor da pele 2.



Estudos mostram que essa € uma rota potencial para absorcdo do aluminio pelo
corpo, com estudos ligando o acumulo de aluminio no organismo a problemas
de saude devido a exposic¢édo a longo prazo 26. H4 também relatos de casos de
dermatite de contato, com uma incidéncia maior de casos pediatricos devido a
exposi¢do a antitranspirantes, vacinas e cosméticos diversos contendo aluminio,
fato que deve ser levado em consideracdo quando se avalia qual concentracao

desse composto é definitivamente segura para populagéo 2’.

Encontram-se disponivel no mercado cosméticos com a fungdo de
desodorantes (atuam inibindo o crescimento microbiano ou mascarando as
substancias odoriferas presentes no suor) e antitranspirantes (inibidores de
secrecdo) 28, Essas funcdes ndo sdo mutuamente exclusivas e os produtos séo
referidos de maneira geral como desodorantes. Atualmente, o Brasil € um dos
maiores consumidores globais de produtos desodorantes, movimentando
aproximadamente R$11,6 bilhdes em vendas no ano de 2020 ?°. Sendo assim,
a quantidade de aluminio presente em cosméticos € regulada por critérios
definidos por 6rgdos governamentais de cada pais, existindo a necessidade de
técnicas analiticas capazes de realizar determinacdo do teor de aluminio nesses

produtos.

O principio ativo que apresenta o efeito antitranspirante sdo os
cloroidroxidos de aluminio (Aly(OH)sy-zClz.nH20) e complexos de aluminio-
zircobnio (AlxZr(OH),Clz). Os diferentes ativos preconizados para uso como
antitranspirantes e suas recomendacgfes de uso sdo regulamentados pela
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
através da RDC® N° 530, de 4 de agosto de 2021. Sendo os limites definidos em
20% hidroxiclororeto de aluminio e zirc6nio anidro e 25% base anidra de

cloridroxido de aluminio 39,

Dentre as técnicas usuais para quantificacdo desse elemento se encontra
0 uso de técnicas classicas como determinagao do aluminio por titulacéo reversa
usando o indicador Negro de Eriocromo T, utilizando excesso de complexante
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e sulfato de zinco como titulante 3.
Esse método depende da habilidade do analista em observar o ponto de viragem
e esta sujeita a subjetividade da percepgdo da cor do individuo, o que
inevitavelmente leva a erros, por mais habilidoso que seja o profissional
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realizando o processo. Técnicas classicas também estédo sujeitas a um limite de
deteccdo menor que as técnicas instrumentais, necessitando de uma quantidade
maior de amostra e da preparacdo de grandes volumes de reagentes para sua

execucgao.

Para determinacdo instrumental do aluminio em produtos cosmeéticos,
uma das técnicas recomendas pela ANVISA é a espectrometria de absorcéo
atbmica %2, uma técnica com elevada precisdo e alta especificidade elementar.
Porém, seu uso apresenta um custo mais elevado, devido ao pre¢o de aquisicao
do instrumento, manutencéo, custo das instalacées e o uso de uma chama a

base de 6xido nitroso/acetileno nas determina¢des do aluminio.

Em uma tentativa de reduzir os custos da determinacdo do aluminio em
antitranspirantes, Silvestre (2018) propds o uso de uma plataforma de papel na
determinacdo de cloridrato de aluminio, usando um agente complexante
Alizarina e espectroscopia de reflectancia difusa 3. Em outra proposta, afim de
reduzir ainda mais os custos, Abughrin (2021) prop6s um método para realizar
essa determinacdo em solugcbes utilizando deteccdo com imagens digitais
capturadas por um smartphone, usando a complexa¢do do aluminio com o
reagente Quercetina **. Ambas as abordagens apresentam suas desvantagens,
no primeiro caso ainda ha necessidade de um espectrofotdmetro portatil para
realizar as medidas, com a aquisicdo do sinal de forma ndo automatizada. Na
segunda, se faz necessario 0 uso de uma cubeta de solucéo e o processamento

via um software externo ao smartphone para obtencéo dos resultados.

1.5 Reagente Morina

O reagente Morina (2',3,4',5,7-pentahidroxifavona) é um flavonol isolado
a partir de varias espécies vegetais. Exibe varios efeitos bioldgicos e bioquimicos
incluindo atividades antioxidante, antiproliferativa, antineoplasica, anti-
inflamatéria e cardioprotetora 3°. Uma de suas propriedades com relevancia para
andlise quimica é como agente complexante para realizacdo de medidas
fluorimétricas usando seu complexo com o aluminio (Figura 4), sendo capaz de

realizar determinacdes na faixa de parte por bilhdo 36.
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Figura 5: Molécula do flavonol Morina e estrutura proposta para o complexo aluminio-Morina.

De acordo com a literatura existem diferentes complexos de aluminio-
Morina dependendo da concentracdo do complexante, sendo possivel multiplas
relacdes estequiométricas (1:1, 1:2, 1:3). Ha também a possibilidade do reagente
se complexar com diferentes metais gerando emissdes em diferentes

comprimentos de excitacdo e emisséo 3.

Na literatura, € relatado a possibilidade de realizar medidas de
fluorescéncia em solugdes majoritariamente aquosas %, o que facilita a parte do
preparo da solucdo e diminui o custo da analise. Porém, o uso de etanol é
comumente empregado, intensificando a fluorescéncia e aumentando a
solubilidade da Morina na solucéo 3°. Outro parametro de interesse nas andlises
€ o pH, podendo modificar a intensidade da fluorescéncia e modificar a estrutura
do complexo ¥, dois valores séo frequentemente mencionados como ideais, o
pH 3,036 e 5,0 38,
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral a avaliagcdo do uso de um
fluorimetro lab-made controlado por smartphone e com deteccdo baseada em
imagens digitais na determinacdo de aluminio em amostras de antitranspirantes

empregando-se dispositivos analiticos de papel.

Para isso buscou-se: Otimizar as variaveis instrumentais (filtro de
absorcdo, LED de excitacdo e componente RGB) a fim de
proporcionar um melhor desempenho analitico;

- Otimizar as variaveis necessarias ao preparo de solucéo para o
complexo fluorescente aluminio-Morina (pH, concentragdo molar,
solvente) de forma a potencializar a fluorescéncia;

- Avaliar o desempenho analitico do método fluorescente em papel
(preciséao, exatidao, limite de deteccao e quantificacdo);

- Definir o melhor método para o preparo das amostras;

- Determinar aluminio em amostras comerciais de antitranspirantes

pelo método proposto e por espectroscopia de absorcdo com

chama para fins de comparacao dos resultados.

13



3. Parte Experimental

3.1 Fabricacéo do dispositivo de papel

Para a fabricacdo do PAD empregou-se a técnica de impressao com cera
7, de forma a se obter regides hidrofilicas circulares em papel cromatogréafico
rodeadas por material hidrofébico (cera da impressora). Para isso, o layout
apresentado na Figura 5 foi desenvolvido no programa Microsoft Powerpoint e
consistiu em um circulo com didametro de 8 cm, contendo 20 “spots” (zonas de
deteccdo) com 5 mm de didmetro cada, posicionados em angulo de 18° entre
eles. Esse design e o processo de fabricacdo foi discutido no trabalho de

conclusdo de curso do autor 49,

Figura 6: Frente e verso do PAD com escala em cm.

A impressao foi realizada sobre papel cromatografico 1 CHR da
Whatman® (200 x 200 mm) com uma impressora a base de cera (Xerox
ColorQube 8570). Quatro dispositivos foram impressos por folha, preenchendo
eficientemente o espaco disponivel. Em uma segunda etapa, o papel foi levado
a estufa por 5 minutos a 80°C de modo a promover a deposicéo da cera na fibra
do papel. Feito isso os dispositivos foram recortados em seu formato circular
empregando-se uma cortadora a laser (LaserLine NX-01) e armazenados para

uso posterior.
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3.2 Hardware - Sistema para a realizagao das medidas

Uma ilustracdo esquemaética do fluorimetro desenvolvido para a detecgéo
de fluorescéncia no PAD proposto é mostrada na Figura 6. Como pode ser visto,
0 instrumento é composto por um microcontrolador Arduino UNO, um mddulo
Bluetooth HC-05, um driver para acionamento do motor de passos, um motor de
passos NEMA 17, uma base circular de acrilico para o PAD, um par de LEDs
violeta (429 nm) para excitagcdo do analito e uma fonte de alimentacdo 12 V (c.

c.), sendo as funcdes de cada componente brevemente descritas a seguir.

Figura 7: Esquema do instrumento. Arduino UNO (a), modulo Bluetooth HC-05 (b), driver para o
motor de passos (c), motor de passos NEMA (d), base circular para dispositivo PAD (e), LED
acoplado com resistor (f), fonte de alimentag¢éo 12 V (g).

Conforme ilustra a Figura 7 (A), o dispositivo circular de papel é colocado
de forma alinhada sobre a base de acrilico que é fixada com um parafuso ao eixo
do motor de passos, permitindo que cada um dos spots seja irradiado por um par
de LED devidamente selecionado. Em outras palavras, o motor gira o disco em

incrementos de 18°, permitindo a leitura de fluorescéncia individual dos spots.
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Figura 8: Componentes principais do dispositivo. PAD afixado (A), dispositivo com smartphone
(B), fenda para capturar as imagens da camera do smartphone (C), arranjo de LEDs (D), mascara
para facilitar a identificacdo do spot (E).

O smartphone é posicionado conforme a Figura 7 (B), os LEDs foram
fixados a tampa do instrumento ao longo de uma abertura circular (janela de
observacéo (Figura 7 (C)). Acima da base circular de fixacdo do PAD foi fixado
o par de LED que fornece a radiacao de excitacdo para o analito (Figura 7 (D)).
O instrumento dispde de dois pares de LED, sendo que um par apresenta

méaximo de emissdo em 400 nm e o0 outro emite com pico em 429 nm.

Para facilitar a identificacdo do spot pelo aplicativo e evitar a
fotodegradacdo das substancias contidas nos spots que nado estdo sendo
medidos, foi empregada uma méascara impressa em PLA (&cido polilactico) com
uma impressora 3D (Figura 7 (E)). Essa mascara € fixada sobre o dispositivo de
papel, antes do acionamento do LED, e contém uma pequena abertura que

permite a visualizac&o individual dos spots.

O conjunto ilustrado na Figura 6 foi alojado em uma caixa de madeira com
dimensdes de 15 cm x 20 cm x 20 cm sendo realizada a separacéo das partes
eletrbnicas do instrumento e da base giratoria contendo o PAD (Figura 8). Para
o controle fino do motor de passos foi empregado um microcontrolador Arduino
Uno-R3 (Figura 8 (a)) que recebe os comandos enviados por um smartphone

Android que através de comunicacgédo bluetooth pelo médulo HC-05 (Figura 8 (b))
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aciona o motor de passos (Figura 8 (c)) por meio do driver microstep (Figura 8
(d)). A alimentacao elétrica de todo o sistema provém de uma fonte DC de 12 V

e 5 A (Figura 8 (e)), que por sua vez é conectada a rede elétrica.

Figura 9: Interior e exterior da caixa. Arduino UNO (a), modulo Bluetooth HC-05 (b), motor de
passos NEMA acoplado a base (c), driver para o motor de passos (d), fonte de alimentagéo (e),
switch de energia do sistema (f), potenciometro PWM (g), janela de observacdo e arranjo de
LEDs (h).

Na parte frontal externa da caixa foram colocados um botéo liga/desliga
(Figura 8 (f)) e um botdo para controle da intensidade de emissdo dos LED
(Figura 8 (g)). Esse controle fino da intensidade de radiacdo € obtido por meio
de um mddulo controlador de pulso com modulacdo (PWM), o qual produz um
resultado mais satisfatério do que aguele em que se emprega apenas a variacao

da corrente que alimenta os LED.

Para realizar as medidas, o usudario deve posicionar o celular com o
aplicativo especifico, previamente instalado, a um suporte no topo da caixa,
alinhando a camera a janela de observacao do instrumento (Figura 8 (h)), o que
permite captar a radiacdo emitida no spot que esta sendo iluminado pelo LED.
De modo a filtrar a radiacdo indesejada do LED, foi empregado um filtro de
absorcdo adequado, posicionado entre a camera do smartphone e a janela de
observacdo, e uma correcdo de cores com o aplicativo do celular como filtro
digital. Outros analitos podem necessitar de uma mudanca nas configuracdes do

LED ou filtro, dependendo das caracteristicas de excitacdo e emissdo das
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substancias. Como a absor¢do maxima do complexo aluminio-Morina ocorre em
410 nm e a emissdo do complexo ocorre em 505 nm 38, a excitacéo foi realizada
com um LED comercialmente disponivel e que emite na faixa de 380 nm a 450
nm (maximo em 429 nm). Para filtrar a radiacdo de emissdo empregou-se um
filtro de absor¢éo com faixa de transmitancia de 450 nm até 590 nm (maximo em
500 nm).

O celular a ser usado requer um sistema Android, uma camera digital de
boa resolucdo, capacidade de realizar conexdes Bluetooth e possuir memoria
interna suficiente para armazenar os dados. Neste trabalho empregou-se um
smartphone Samsung™ Galaxy J5 Pro equipado com uma camera 13 MP (4128

x 3096 pixels de resolucao).

3.3 Aplicativo Android desenvolvido para as medidas

O aplicativo para uso em sistema operacional Android® foi desenvolvido
pelo Laboratério de Instrumentacdo, Automacdo e Miniaturizacdo Analitica do
IQ-UnB (LIAMA) com uso da APl 24 (Android Nougat) e da interface de
desenvolvimento Android Studio. Para facilitar o entendimento, ndo serdo
abordadas aqui as sub-rotinas de programacéo criadas para o funcionamento do
aplicativo, sendo descritos apenas 0s passos que devem ser seguidos pelo

usuario a fim de se realizar as medidas.

Inicialmente o usuario se depara com a interface da Figura 9 para a
selecéo do dispositivo Bluetooth. No caso em questdo, o usuario deve clicar na
opcao HC-05 20:15:04:28:61:83 (modelo do receptor Bluetooth e seu

identificador Unico) para que a conexdo com o instrumento seja estabelecida.
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JDY-31-SPP
48:8A:1F:09:51:15

HC-05
00:21:07:00:01:47

HC-05
98:D3:31:F5:AF:68

LIAMA_DEV1
F0:08:D1:C7:66:42

HC-05
20:15:04:28:61:83

HC-05
98:D3:61:F5:C6:C7

Figura 10: Tela inicial do aplicativo e menu de sele¢do do mddulo HC-05 para conexdo com o
instrumento.

Apds uma mensagem indicar sucesso na conexao, 0 Usuario se depara
com a interface ilustrada na Figura 10, onde é apresentada a imagem em tempo
real da camera e onde podem ser ajustados cinco parametros relacionados a
imagem, a saber: exposicao (EXP), sensibilidade do sensor da camera a luz do
ambiente (ISO), balanco de branco (AWB), tamanho do amostrador de pixels
(SSZ2) e distancia focal (FOCUS). No campo FILE o usuario pode definir o nome
a ser usado para o arquivo de texto que sera salvo contento todas as leituras das
componentes RGB. Em MEAS (measurements) indica-se quantas leituras seréo
feitas para cada spot. O campo CYC determina o nUmero de spots que se deve
analisar durante o processo de leitura, por consequéncia 0s movimentos que
devem ser executados pelo do motor de passos. Ao final da tela dois botdes
CLOCKWISE (sentido horéario) e ANTICLOCK (sentido anti-horario) permitem
pequenos movimentos para direita ou esquerda com o motor de passo para

melhor alinhamento do PAD em relacao a janela de observacéao.
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Figura 11: Interface para ajustes no aplicativo. Controle de exposicéo (a), controle do I1SO (b),
ajuste do controle de branco (c), tamanho do amostrador (d), foco da camera (e), botdo START(f),
botdo VIEW IMG (g), campo de texto para nomear arquivo (h), campo de texto para ajustar
numero de medidas (i), numero de spots a serem medidos (j), botdo CLOCKWISE (k), botdo
ANTICLOCK (l), amostrador circular (m).

Ao pressionar 0 botdo START ¢€ iniciado o processo de leitura. O PAD é
girado pelo motor em 18° graus no sentido horario. Nesse momento, o
amostrador circular de RGB alinha-se a imagem do spot e as leituras das
componentes RGB dos pixels pertencentes a esse spot sao realizadas até que
se atinja o numero de leituras especificadas no campo MEAS. A média dos
valores para cada ponto de leitura sdo determinados e, entdo plotados como
ilustrado pela Figura 11. O processo se repete automaticamente até que o
namero de spots especificados pelo campo CYC sejam medidos. Durante as
leituras um arquivo de texto tipo .txt com o nome especificado pelo usuario é

automaticamente gravado para acesso posterior.
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Figura 12: Interface durante a leitura das imagens.

Para melhorar a selecdo da area a ser considerada para a medida de
RGB foi empregada a Transformada de Hough #1, da biblioteca OpenCV 4, a
qual permite o reconhecimento dos spots circulares em tempo real e o
alinhamento do amostrador de RGB (Figura 10 (m)) com o spot a ser analisado,
antes da aquisicdo do sinal. A Transformada de Hough funciona convertendo a
imagem inicial para uma escala de cinza, seguida da aplicacdo de um algoritmo
de deteccdo de bordas, por fim é aplicada a transformada circular de Hough que
detecta o formato das bordas que constituem um circulo e a informacédo é

enviada para o programa.

Assim que o motor gira 18°, o software localiza o spot na imagem e
desloca o centro do amostrador RGB para o centro do spot visualizado na
imagem, sé entdo, a média dos valores de R, G e B para os pixels contidos no
interior do amostrador sdo adquiridos e plotados no grafico. Isso ajuda a
compensar possiveis variagdes na posi¢cao causadas pelo movimento do motor

de passos e garante uma maior repetibilidade para as medidas. O botdo VIEW
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IMG mostra uma prévia da imagem em escala de cinza utilizada pelo processo
da Transformada de Hough, de modo a verificar a adequacdo do ajuste de

imagem e garantir a deteccao do circulo.

3.4 Preparo das solugdes

3.4.1 Reagentes

O reagente hidrato de Morina foi adquirido da Sigma-Aldrich, grau P.A. O
acido nitrico (HNO3) 65% e acido férmico (CH202) 98% foram adquiridos,
respectivamente, da Chemco e AnalaR, ambos graus P.A. O perdxido de
hidrogénio (H202) 35% foi adquirido da Dindmica, grau P.A. O solvente etanol
(EtOH) 90% foi adquirido da Tedia, grau HPLC. A solucdo padrédo de aluminio
1000 mg L foi adquirido da Qhemis.

3.4.2 Preparo dos padrdes
Uma solucéo alcodlica de Morina 0,01 mol L foi preparada dissolvendo
uma massa adequada de reagente em etanol 90% e armazenada em um frasco

ambar para uso posterior.

Para o preparo dos padrées de aluminio-Morina que foram aplicadas ao
PAD foi usado uma solucéo estoque para espectroscopia atbmica de 1000 mg
Lt de aluminio e a solucdo estoque de Morina descrita acima. Aliquotas
adequadas das duas solucdes foram adicionadas a baldes de 10 mL para criar
padrées na faixa de 0,5 a 16,0 mg L* e 1,0 a 8,0 mg L'* em aluminio. A fim de
se otimizar a fluorescéncia em papel para o complexo, foi realizado um
planejamento fatorial detalhado da secdo 3.6 e usando as informacdes obtidas
utilizou-se a quantidade de Morina que respeitasse aproximadamente a
proporcao molar de 1:1 (aluminio:Morina) para o padrao de maior concentracao
da faixa, obtendo a concentracdo molar de Morina de 0,74 e 0,37 mmol L, para
as concentracées de 16,0 mg L e 8,0 mg L'* em aluminio, respectivamente. A
mesma concentracdo de Morina foi utilizada para todas as solugbes das faixas
estudadas. Por fim, se adicionou uma quantidade adequada de etanol para obter

uma concentracao de 50% (v/v), sendo o volume dos balées completados com
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o tampéo Acido formico/formiato de sédio pH 3,0 a 0,1 mol L1. O branco dessas

solucdes foi preparado da mesma forma sem adicdo do aluminio.

3.4.3 Preparo das amostras
As amostras de diferentes antitranspirantes foram adquiridas localmente
na cidade Brasilia (Distrito Federal, Brasil). As 10 amostras de antitranspirantes
podem ser separadas em suas diferentes formas de comercializac&o: 3 liquidos
(L), 3 rool-on (R), 3 aerossois (A) e 1 creme (C).

Para liberac&o do aluminio presente nas amostras de antitranspirantes foi
pesado com exatidao cerca de 1,0 g da amostra, seguido da adicdo de 10 mL de
acido nitrico concentrado (65%) e 5 mL de peroxido de hidrogénio (35%), sendo
a solucao resultante aquecida sobre agitacdo a 50 °C por 20 minutos com o
auxilio de uma chapa de aquecimento “3. Esse volume foi entdo transferido para
um baldo volumétrico de 100 mL, completado com &gua purificada por osmose
reversa e entdo filtrado através de um filtro de membrana hidrofébica (Durapore®
PVDF 0,22 um). A solucdo obtida foi diluida para faixa adequada para as
analises do meétodo de referéncia (absorcdo atdbmica por chama) e no
instrumento proposto (usando o método de preparo descrito no item anterior).
No caso das amostras aerossol foi necessario uma etapa extra, no qual a lata
contendo a amostra foi agitada e pulverizada em um béquer, a pasta resultante
foi entdo aquecida até ndo haver uma mudanca na massa. Cerca de 1,0 g dessa
pasta seca, exatamente medida, foi entdo pesada e o procedimento de abertura

e diluicdo usado para as demais amostras foi realizado.

3.5 Aplicacéo das solucbes

A aplicacdo das solucdes das amostras/padrdes nos dispositivos de papel
foi realizada com o auxilio de uma micropipeta de 0,5 a 10 yL (HTL LM10),
transferindo-se 2,0 uL de solucdo para cada spot. Como mostra a Figura 12,
durante a aplicacéo, o papel € apoiado sobre um béquer para evitar o contato do
mesmo com a bancada, o que poderia levar a perda da solugdo por meio do
contato do fundo do spot com a superficie da bancada. Apds a aplicagéo,

aguardou-se cerca de 2 minutos para a secagem de toda a solugcéao no papel.
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Figura 13: Modo de aplicacdo da amostra no papel.

3.6 Otimizacao por planejamento fatorial

Optou-se por utilizar o reagente Morina na determinacdo do aluminio
devido a elevada sensibilidade e sua aparente simplicidade na adaptacdo do
método para seu uso em microdispositivos de papel. De forma a otimizar as
variaveis experimentais para as analises quantitativas com o PAD proposto foi
realizado um planejamento fatorial para avaliar os efeitos dos fatores disponiveis
na maximizacao da diferenca entre o sinal RGB para uma solucdo de 10 mg L
de aluminio + Morina e uma solu¢cdo em branco, realizada em triplicata, pois
mesmo sem a presenca do ion metalico o composto apresenta uma fraca

fluorescéncia.

3.6.1 Proporc¢éo estequiomeétrica Aluminio:Morina

Tendo em vista esses fatores, se faz necessario um estudo de diferentes
concentracbes de reagente e avaliar o impacto dessa varidvel em medidas
realizadas no instrumento proposto. Para isso foram escolhidas duas proporgoes
estequiométricas aluminio:Morina: 1:1 e 1:3 (0,37 e 1,1 mmol L de Morina,

respectivamente), que possibilitassem averiguar o impacto desse fator.
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3.6.2 Concentracédo de Etanol

Como a adicao do solvente organico etanol tem um efeito potencializador
da fluorescéncia do complexo é importante avaliar seu efeito, pois sua adicéo
pode causar mudancas no comprimento de excitacdo do complexo e modificar a
solubilidade das substancias. Para avaliar possiveis mudancas na linearidade e
repetibilidade das medidas, se faz necessario realizar um estudo sobre seu
impacto. Foram selecionadas duas propor¢cfes para 0S experimentos: sem
adicado (usando somente quantidade de etanol presente na solugcédo padréo de
Morina) e 50% (com adicdo de um volume de etanol ao baldo volumétrico para

obter a concentracdo).

3.6.3 pH

Um estudo da faixa de pH 6tima para o preparo das solucdes foi realizado.
Dois valores sédo frequentemente relatados como 6timos, o pH 3,00 3¢ e pH 5,00
%, Com o objetivo de se otimizar essa variavel ela foi incluida no planejamento.
Para isso foram preparadas duas solucdes tampédo 0,1 mol L para controle do

pH, um tampéao formiato (pH 3,0) e um tampéao acetato (pH 5,0).

3.6.4 Preparo das solucdes para o planejamento fatorial

O preparo das solucbes utilizadas no planejamento fatorial consistiu da
adicdo de um volume adequado de solucéo alcodlica de Morina (0,01 mol L)
em balGes de 10 mL, seguido da adicdo de 100 pL de solucédo estoque de
aluminio para espectroscopia atdbmica de 1000 mg L!, mantendo-se a proporcéo
estequiométrica desejada para o estudo. Dependendo do planejamento, foi
adicionado ainda, 5,0 mL de etanol 90% e por fim o balédo foi completado com a
solugéo tampéao de pH adequado.

A Tabela 1 atribui os diferentes niveis aos fatores enquanto a Tabela 2

mostra a distribuicdo das variaveis usadas nos ensaios.

Tabela 1: Diferentes fatores e niveis das varidveis estudas no planejamento fatorial.

Niveis
Fator - "
1 Morina 1:1 1:3
2 EtOH Sem adicéo 50%
3 pH 3,0 5,0
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Tabela 2: Tabela codificada para o planejamento fatorial 23.

Ensaio 1 2 3

1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

3.7 Procedimentos para avaliagcao do instrumento

3.7.1 Experimentos de repetibilidade

Como o volume suportado pelos spots no PAD sé&o pequenos (2,0 L) foi
realizada uma estimativa do erro de pipetagem presente nas técnicas de
pipetagem reversa (preencher todo o volume disponivel na pipeta, seguido do
acionamento até o volume desejado) e pipetagem normal. O teste consistiu em
5 pesagens da massa de 2,0 uL de agua destilada pipetada pela pipeta usada
em todas as aplicacGes desse trabalho, com a massa aferida sendo convertida

para volume usando a densidade referente a temperatura do experimento.

Para avaliar a repetibilidade das medidas feitas no instrumento foram
realizados dois experimentos: um utilizando a técnica de pipetagem normal para
as aplicacfes no papel e outra com a aplicacdo por meio de pipetagem reversa.
Assim, dez aplicagbes com volume de 2,0 pL foram realizadas com uma solucao
padréo contendo 6,0 mg L de aluminio e um branco para ambas as técnicas. O
namero de replicatas escolhido (10) se baseou no numero de medidas
necessarias para constru¢do de uma curva analitica e leitura de amostras, sendo

a repetibilidade nesse intervalo de maior interesse.

3.7.2 Experimentos com aplicagfes consecutivas (pré-concentragéao)
Para avaliar o efeito de aplicagdes consecutivas de solugdes
aluminio:Morina em um mesmo spot do PAD como uma possivel etapa de pré-

concentracéo, foram realizadas aplicacdes de 2,0 uL de uma solucéo padrdo de
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1,0 mg Lt em aluminio, seguida da secagem do referido spot antes da préxima
aplicacdo com mesmo volume e concentracdo do analito. Em outras palavras,
um spot recebeu uma aplicacdo de padrao, seguido de um segundo spot que
recebeu duas aplicacdes, sendo o numero de aplicacbes aumentado
sucessivamente até se atingir seis aplica¢cdes no ultimo spot da série. Finalizadas
as aplicacbes, se aguardou a secagem completa dos spots e as medidas foram

realizadas.

3.7.3 Obtencéao da faixa linear

A regido linear de calibracéo para o método foi avaliada inicialmente com
a aplicacdo de um branco seguido de 10 padrdes na faixa de concentracédo de
0,5 a 16 mg L em aluminio aplicados em série, sendo os primeiros pontos 0,5
e 1,0 mg L, seguido de incrementos de 2,0 mg L.

Para avaliagcdo da linearidade e precisdo do método foi realizada a
aplicacdo dos padrdes de 1,0 a 8,0 mg L%, em triplicata, intercalados por uma
aplicacdo da solucdo do branco. Sendo os primeiros pontos 1,0 e 2,0 mg L,

seguido de padrées em incrementos de 2,0 mg L.

3.7.4 Determinacao por absorcao atbmica em chama

Para as determina¢es do analito em amostras de antitranspirantes pelo
método de referéncia foi usado o espectrémetro de absorcdo atémica AA 240FS
(Fast Sequential) da marca Varian. Foram utilizados nas analises uma chama de
acetileno-6xido nitroso na proporc¢ao sugerida pelo fabricante e uma lampada de
catodo oco Aluminio (396,2 nm). Os padrdes foram preparados utilizando a
solucéo padrdo usada nos demais experimentos, sendo as diluicdes feitas de
forma a se obter padrdes na faixa de 10-60 mg L preparados em HNO3 2%. As
amostras foram preparadas a partir da solugéo obtida ao fim da etapa de preparo
de solugbes, sendo entdo diluidas para uma concentracdo adequada a faixa e

acidificadas para mesma concentracdo de acido nitrico dos padrdes.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Resultados da otimizacao usando planejamento fatorial

Entre as trés componentes RGB, a componente azul foi a que apresentou
maiores diferencas de sinal entre o branco e as solu¢des contendo aluminio,
como mostra a Figura 13. Sendo assim, foi construido um grafico cubico de
respostas para visualizar os resultados (Figura 14) e a Tabela 3 contendo a
média dos valores para as medidas realizadas em triplicata e seu coeficiente de
variagéo, consistindo da diferenca de sinal da componente B entre o branco e a
solucdo de 10 mg L't em aluminio. O valor maximo de sinal foi de 167 unidades,
obtido com relacédo estequiométrica aluminio-Morina de 1:1, propor¢édo 1:1 de
etanol e pH 3,0, sendo observado que esse ensaio também proporcionou o
menor coeficiente de variacdo, e indicando que estas condi¢des sao 6timas para

a realizacdo das medidas.
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Figura 14: Respostas do instrumento obtida para um dos ensaios do planejamento fatorial.
Solugdes de branco e 10 mg L de aluminio em triplicata.

28



pH

o1

EtOH

0

-

-35
33
0
/
94
1:3
111
1:1 Morina

Figura 15: Gréfico clbico de respostas para planejamento fatorial 23. Sinal analitico em vermelho

e destaque no ponto 6timo.

Tabela 3: Resultados do planejamento fatorial.

Morina EtOH pH Coeficiente
Ensaio Resposta qe )
1 > 3 (u.a.) variagéo
(%)
1 - - - 111+4 3,6
2 * - - 94x7 7.4
3 - + - 16723 1,8
4 + + - 100%2 2,0
> - - +  33%9 27
6 + - +  -35%1 2,9
7 - + +  51%9 17,6
8 + + o+ 7+1 14,3

Fica evidente a importancia da execucéo do planejamento, visto que além

do ponto 6timo obter um sinal elevado ele apresentou uma menor dispersao das

medidas (coeficiente de variacéo 1,8%). Como o valor obtido é proximo do limite

da componente azul (255), ha pouco ganho a ser obtido em experimentos

seguintes de otimizacdo da solucdo, sendo o0s ajustes digitais por meio da

interface do aplicativo mais efetivos no ganho de sinal a partir desse ponto.
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4.2 Testes de pipetagem e repetibilidade

No teste para comparacgdo das técnicas de pipetagem foram observados
erros relativos ao volume nominal da pipeta de +2,3% para a técnica normal e
de -0,75% para a técnica reversa, indicando um desempenho ligeiramente
melhor para a pipetagem reversa. Esses erros sado esperados, visto que ao
trabalhar com volumes muitos pequenos a pipetagem reversa € recomendada
por evitar respingo de amostras e formacdo de espuma ou bolhas %4, porém, é
necessario avaliar as influéncias especificas das solucdes a serem usadas nas

determinacoes.

Foram construidos dois graficos para comparar a repetibilidade, os quais
sdo mostrados na Figura 15 e na Figura 16. O sinal analitico consistiu no valor
meédio de 10 leituras para cada spot com o valor do padrédo subtraido do valor
médio do sinal para o branco. Para a pipetagem convencional, o valor variou
entre 109 e 132, sendo o sinal médio estimado em 123 unidades com desvio
padréo de 8 unidades. Com isso, obteve-se um coeficiente de variacdo do sinal
de 6,5%. Para a pipetagem reversa, com o grafico representado pela Figura 16,
o sinal analitico variou entre 92 e 101, sendo o sinal médio estimado em 96
unidades com desvio padrdo de 3 unidades. Com isso, obteve-se um coeficiente

de variacdo do sinal de 3,1%.

E importante observar que a média do sinal obtido para as medidas com
uso da pipetagem reversa se mostrou menos intenso do que aquele obtido por
pipetagem normal. Entretanto, possiveis diferencas na configuracdo das

imagens para as duas medidas levou a essa variacdo, a qual ndo esta

relacionada com a técnica de pipetagem.
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Figura 16: Teste de repetibilidade utilizando técnica de pipetagem normal. 10 medidas
consecutivas de um padrdo 6 mg L* de aluminio complexado com Morina.
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Figura 17: Teste de repetibilidade utilizando técnica de pipetagem reversa. 10 medidas
consecutivas de um padrdo 6 mg L de aluminio complexado com Morina.

Realizando-se um teste F para comparar as variancias das técnicas é
possivel verificar que as variancias sao diferentes ao nivel de confianca de 95%.
Levando em conta esses dados, fez-se 0 uso de pipetagem reversa para 0s

7

estudos subsequentes, uma vez que esta estratégia é recomendada para

31



transferéncias de volumes pequenos de liquidos menos viscosos, como

solucdes alcodlicas a 50%, utilizadas neste trabalho #°.

Esse desempenho demonstra uma boa precisédo para as medidas se
considerado o grande numero de variaveis que podem afetar o sinal analitico.
Possiveis fatores que impactam a precisdo do método estéo relacionados com
a reprodutibilidade na fabricagcdo do dispositivo, visto que por mais meticulosa
que seja a fabricacédo hé fatores de dificil controle: como a falta de uniformidade
do papel, possiveis falhas na impress@o em cera e diferencas de temperatura no
momento da fabricacdo. Como a aplicacdo da amostra € manual, requerendo
multiplas pipetagens, podem ocorrer variagdes nos volumes aplicados aos spots,
0 que é agravado pelo uso de pequenos volumes da solugéo do analito (apenas
2,0 pL), ainda se deve levar em conta que a massa de analito presente € da

ordem de nano gramas, o que também contribui para as variacdes de sinal.

4.3 AplicagBes consecutivas (ensaio de pré-concentracao)

O teste das aplicagbes consecutivas mostra a possibilidade de se usar o
PAD para realizar uma etapa de pré-concentracao nas analises. Conforme ilustra
a Figura 17, foi possivel proporcionar um aumento de sinal usando até trés
aplicacdes consecutivas, sendo que a partir de 5 aplicacbes os efeitos sdo
prejudiciais para as medidas. A suspeita é que devido ao escorrimento causado
pelas multiplas aplicagBes, ocorre um acumulo do complexo fluorescente nas
extremidades das zonas de deteccdo. Fica evidente que para esse tipo de
medida € necessario manter uma uniformidade na deposi¢cdo do composto sobre
o papel. De qualquer forma, nota-se que o uso de 3 ou 4 aplicagbes consecutivas
pode praticamente dobrar o sinal analitico obtido com apenas uma aplicacao, o
gue demonstra a possibilidade de se aumentar a sensibilidade analitica através

desta estratégia.
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Figura 18: Medida de um branco (B) seguido de aplica¢cdes cumulativas de 2 uL de padrédo 1 mg
L2,

4.4 Precisao e faixa linear

4.4.1 Componente RGB e fluorescéncia
A Figura 18 mostra as respostas para as componentes R, G e B ao se
utilizar solugdes padrdo com concentracdes de 0,5 a 16,0 mg Lt. Como pode
ser visto, a componente B novamente foi a que proporcionou os melhores
resultados para a faixa estudada, sem apresentar saturacdo do sinal para as
maiores concentracdes do complexo de aluminio com Morina, sendo entéo

utilizada nos estudos realizados para a determinacdo do metal.
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Figura 19: Respostas do instrumento para o branco e padrées com concentrac¢des de 0,5 a 16,0
mg L.

Emissodes fluorescentes com o comprimento de onda deslocado para a
cor azul sdo esperadas devido a maior quantidade de etanol usada nas solugdes
39 Como mostram os espectros obtidos usando um espectrémetro UV-visivel na
Figura 19, a emisséo do complexo excitado a 420 nm, apresenta um maximo em
490 nm, correspondente a uma coloracdo azul esverdeada. Dessa forma, com o
uso do filtro de absorcao (transmitancia 450 nm até 590 nm) e do LED propostos
(emissao de 380 nm até 450 nm) ha o favorecimento da componente B de RGB

como sinal analitico para a deteccao.
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Figura 20: Espectros normalizados obtidos usando espectrémetro UV-visivel para transmitancia
do filtro, emisséo do LED, absor¢éo do complexo, emissdo do complexo.

4.4.2 Estudo da faixa linear

A regido linear de calibrac@o para o método foi avaliada inicialmente com
padrées na faixa de concentracdo de 0,5 a 16 mg L de aluminio, representado
pela Figura 20. Foi observado que com a inclusdo de padrées com
concentracGes acima de 8 mg L ou abaixo de 1 mg L as curvas analiticas
apresentavam coeficientes de correlacdo linear (R) abaixo de 0,9 sendo
consideradas insatisfatérias para o uso quantitativo. Assim, a faixa selecionada

para um estudo mais detalhado da resposta foi de 1,0 a 8,0 mg Lt em AIF*.
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Figura 21: Construcéo de curva analitica para padrées 0,5 a 16 mg L* afim de verificar faixa
linear no método.

Para uma melhor avaliacdo da linearidade e precisdo do método foi
realizada a aplicacéo dos padrdes de 1,0 a 8,0 mg L1, em triplicata, intercalados
por uma aplicagao da solugao do “branco”, produzindo o grafico de resposta do
instrumento representado pela Figura 21. A partir deste registro se construiu a
curva analitica da Figura 22 empregando-se o sinal médio para as medidas em
triplicata previamente subtraidas do valor do branco.

Como indicado na Figura 22, o coeficiente de determinacdo (R?) foi
estimado em 0,994, o qual demonstra um comportamento linear adequado para
a faixa de concentracédo estudada. Vale destacar que esse resultado foi obtido
através de um instrumento simples, totalmente fabricado no laboratério, e com
um dispositivo de papel, o que poderia limitar negativamente o comportamento
linear.

Além do comportamento linear, € possivel se observar também que a
variacdo das leituras em triplicata foram aceitaveis, com um coeficiente de
variacdo maximo de 13,0% (para o padrédo de 1,0 mg L) e minimo de 1,0 %

(para o padrdo de 8,0 mg L) conforme lista a Tabela 4.
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Figura 22: Respostas do instrumento para padrbes de aluminio realizando triplicatas das
medidas. Branco (B) e valores das concentra¢des dos padrbes acima do sinal.
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Figura 23: Construgdo de curva analitica para padrfes de aluminio realizando triplicatas das
medidas.
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Tabela 4: Concentragdo, sinal analitico e coeficiente de variagdo para curva analitica realizando
replicatas das medidas.

Padrao Sinal B Coeficiente
de variacéo
-1
(mg L) (u.a.) (%)
1,0 16,6 +2,1 13,0
2,0 369+1/4 3.8
4,0 57,734 5,9
6,0 85,5+ 5,5 6,4
8,0 102,8+1,0 1,0

O limite de deteccéo instrumental foi estimado pela Equacédo 1 4647 em
0,24 mg L1, utilizando-se o valor da inclinacdo para uma curva analitica sem a
subtracdo do branco (b) e o valor do desvio padrao da resposta do branco para

5 replicatas (04,), Observa-se que esse valor se encontra muito abaixo das

concentragbes de aluminio observadas nas amostras de antitranspirantes,
verificando a adequacéo do instrumento para esse tipo de analise. O limite de

quantificagdo foi entdo estimado em 0,72 mg L através da equacéo 2 4647,

33 Xag, 33x0,84

LD = = = 0,24 L1
b 116 mg
Equacéo 1
_10 Xadp_10x0,84_072 -1
~ T p T 116 ™
Equacéo 2

Levando em conta o limite de deteccédo, coeficiente de variagdo e uma
maior praticidade no preparo das solucdes optou-se por realizar as
determinacdes em amostras em uma faixa de concentracéo de 2,0 a 8,0 mg L,
como mostra Figura 20. Conforme esperado, obteve-se um coeficiente de

determinacdo (R?) de 0,999 ao se utilizar um menor nimero de pontos para a
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calibragdo. Essa melhora na linearidade mostra a adequacao da faixa para

realizacdo da etapa de determinacdo das amostras.
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Figura 24: Construcdo de curva analitica reduzida para padrbes de aluminio realizando
triplicatas das medidas.

4.5 Exatiddo: determinacédo de aluminio em antitranspirantes

A Tabela 4 lista os resultados obtidos para a determinagéo dos teores de
cloridréxido de aluminio (% m/m) em 10 amostras de antitranspirantes utilizando-
se 0 método proposto e 0 método de referéncia por absorcdo atdmica em chama.
Como pode ser visto, erros relativos abaixo de 10% foram observados para a
maioria das analises (8/10). De fato, realizando a analise de variancia (ANOVA)
nao ha diferenca significativa ao nivel de 95% de confianga se comparando os
resultados do método de referéncia e o instrumento proposto, porém, conforme
ilustra a Tabela 4, duas das amostras (L2 e R1) apresentaram erros relativos
maiores que 20%, indicando possivel efeito de matriz nas analises dessas
amostras. Para amostra L2 foi observado a presenca da substancia fluorescente
cumarina na lista de ingredientes, esse composto possui uma emissdo maxima
em 390 nm “8, sobrepondo a faixa de absorcdo do complexo aluminio-Morina, o

que pode ocasionar a intensificacdo da fluorescéncia e justificar o alto erro
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relativo (+29,1%). A amostra R1 apresentou um alto erro relativo negativo (-
21,4%), provavelmente devido a interferéncia do agente espessante
hidroxietilcelulose, o qual pode néo ter sido eficientemente decomposto durante
a abertura da amostra, causando sua deposicdo na superficie do papel e

interferéncia nos resultados.

Excluindo essas amostras, o método desenvolvido se mostrou efetivo na
determinacdo de aluminio em uma variedade de antitranspirantes, sendo uma
alternativa rapida, barata e versétil se comparado com os métodos empregados
atualmente 3132, Como a legislacéo brasileira define o limite de 25% base anidra
de cloridréxido de aluminio da massa seca do antitranspirantes 3, se constata a
presenca de duas amostras de aerossol (A2 e A3) que se encontram em n&o
conformidade, fica evidente a importancia de se desenvolver métodos de forma

a fiscalizar esses produtos de forma mais rapida e eficiente.

Tabela 5: Comparacao entre método de referéncia e instrumento proposto na determinacéo do
teor de cloridréxido de aluminio (% m/m) em 10 amostras de antitranspirantes. Antitranspirantes:
liquidos (L), rool-on (R), aerossol (A) e creme (C). Média + Desvio padrao da triplicata.

Método de Instrumento _
Amostra Erro relativo (%)

referéncia Proposto
L1 3,7+0,1 3,9+0,3 +5,9
L2 3,9+0,1 50+0,1 +29,1
L3 380, 37+£0,1 1.4
R1 9,6 +0,1 76+1,1 -21,4
R2 71+01 7,2+0,6 +0,6
R3 13,8+ 0,3 149+0,9 +8,2
Al 14,1+0,3 14,2 + 3,0 +1,3
A2 413+1,0 434+2,1 +5,0
A3 443+ 1,0 453+3,5 +2,2
C1 13,1+0.2 14,0+ 0,5 +6,3
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5. Conclusdes

Os estudos demonstraram a possibilidade de uso analitico quantitativo de
medidas de fluorescéncia do complexo aluminio-Morina em dispositivos de papel
empregando-se detec¢cdo com imagens digitais. Foram realizados estudos sobre
as especificidades da técnica, assim como avaliacdo da precisao e exatidao. Se

espera que esse conhecimento seja utilizado para pesquisas futuras no campo.

O instrumento proposto e o aplicativo desenvolvido para o seu controle
permitiram a rapida obtencéo de informacdes que podem ser relacionadas com
as concentracfes do analito, diminuindo os custos das analises, podendo ser
utilizado por um usuério pouco treinado e diminuindo o impacto ambiental se
comparado com os métodos normalmente utilizados para esse propdsito
(titulacdo, espectrometria de absorcdo atbmica por chama). Foi também
verificada a aplicacdo da técnica na determinacdo de antitranspirantes
comercias, tal como os cuidados no preparo de amostra, métodos de
determinacao e possiveis erros provenientes da matriz do analito. O instrumento
apresentou erros pequenos se comparado com o método de referéncia, sendo
suficiente para verificar a adequacdo dos produtos conforme a legislagcéo

brasileira.

A estimativa do custo total do instrumento foi de aproximadamente R$
500,00 (U$130) (sem incluir o preco do smartphone usado para as medidas), o
que permite a sua construcao ou aquisicao por laboratérios de pequeno porte. O
tamanho compacto e o peso de aproximadamente 500 g, poderdao permitir o uso

do instrumento de maneira portatil para analises em campo.
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