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RESUMO

Dispositivos microfluidicos a base de papel (UPAD) combinados com métodos
colorimétricos baseados em sistemas para aquisi¢cdo de imagens digitais fornecem
informagdes que podem ser correlacionadas as concentragbes de espécies
quimicas. Para captura da imagem, utilizam-se dispositivos remotos e com
programas computacionais sao obtidos dados no sistema de cores RGB (Red,
Green and Blue). A proposta foi desenvolvida para analisar solugdes de
antocianinas (ACYS) que tém quantificacdo oficial por espectrofotometria. Os
UPAD foram impressos com cera em papel cromatografico em um design composto
de 96 zonas reacionais circulares com didmetro de 7 mm. Imagens digitais foram
obtidas com scanner de mesa e cameras de tablet e smartphone em diferentes
condi¢cées de armazenamento dos UPAD. Dados do sistema RGB foram obtidos
pelo programa GIMP 2.8 e utilizados para avaliar a resolugdo adequada das
imagens e estabelecer propostas qualitativas, constituidas por testes de
identificacdo e reversibilidade de cor em diferentes valores de pH, e quantitativas,
com avaliagcao de linearidade, precisao, exatidao, limite de deteccao e limite de
quantificacdo. Para identificacédo, foi obtido perfil de variagdo de cor coerente para
ACYS em diferentes valores de pH e o teste de reversibilidade mostrou-se
adequado para confirmar a presencga do pigmento pela mudanca reversivel de rosa
para verde em ensaio realizado em uma mesma zona reacional dos WPAD.
Imagens mais adequadas para avaliar intensidades de cor em relagdo a
concentragdo de ACYS foram obtidas com scanner, em comparagdo com aquelas
obtidas com cameras de tablet e smartphone, sendo que imagens obtidas com 400
dpi permitem avaliagdo visual dos PPAD em abordagem qualitativa, sem
comprometer qualidade de resultados quantitativos nem o tempo de aquisicao de
dados. As intensidades de cor das componentes do sistema RGB que foram
convertidas a partir de imagens digitais dos pPAD com solugdes de ACYS em
solugcdo de pH 1 variaram proporcionalmente com a concentracdo; sendo que a
componente G apresentou variagcdo linear mais sensivel e, por isso, foi escolhida
para calculos de concentragdo de ACYS em uPAD. Na avaliagdo da linearidade, os
valores de G tiveram correlacdo superior a 0,989; em termos de precisdo foram
obtidos desvios padréao relativos < 4 % com exatiddo em conformidade com normas
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO). O limite de deteccao determinado
foi 30 mg L' e os limites de quantificagdo foram 46 e 154 mg L' para ACYS dos
extratos de uva e jabuticaba, respectivamente.



ABSTRACT

Microfluidic Paper-based Devices (UPAD) combined with colorimetric methods
based on systems for digital image acquisition provide information that can be
correlated to the concentration of chemical species. For image capture, use remote
devices and with computer programs are obtained data in the color system RGB
(Red, Green and Blue). The proposal was developed to analyze solutions of
anthocyanins (ACYS) that has official quantification by spectrophotometry. The
MPAD were printed with wax in paper chromatography in a design composed by 96
circular reaction zones of 7 mm diameter. Digital images were obtained with a
flatbed scanner, and the cameras of a tablet and a smartphone at different storage
conditions of yPAD. The RGB system data were obtained using the GIMP 2.8 and
used to evaluate the proper image resolution and establish qualitative proposals,
constituted by color identification and reversibility tests at different pHs values, and
to quantitative proposals, with the evaluation of linearity, precision, accuracy,
detection limit and quantitation limit. For identification, a coherent color variation
profile was obtained for ACYS at different pHs values and the reversibility test was
suitable to confirm the presence of ACYS by reversible change from pink to green
under test conducted in the same reaction zone of yPAD. The images most
adequate to evaluate the color intensities in relation the concentration of ACYS
were obtained with the scanner, as compared to ones obtained with the tablet and
the smartphone, wherein images taken with 400 dpi allow visual assessment of
MPAD a qualitative approach without compromising quality quantitative results or
the data acquisition time. The color intensities of the RGB components of the
system that have been converted from digital images of yPAD ACYS solutions in
pH 1 Solution varied proportionally to the concentration; wherein the G component
showed most sensitive and linear range, so it was chosen to ACYS concentration
calculations yPAD. In the evaluation of linearity, the G values had higher correlation
to 0,989; in terms of precision, standard deviations < 4% were obtained, with
accuracy in accordance with standards of the Agéncia Nacional de Vigilancia
Saniraria  (ANVISA) and the Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO). The determined detection limit was 30 mg L' and the
quantification limits for ACYS were 46 and 154 mg L' for grape and jabuticaba
extracts respectively.
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1.1 Microfluidica

Microfluidica é uma area cientifica em crescimento que se refere a
manipulagdo de fluidos na ordem de micro ou nano litros com aplicabilidade,
principalmente na Quimica, Biologia, Medicina e Materiais (COSTA, 2012). Destaca-
se em Quimica Analitica devido as diversas vantagens em relacdo a algumas
técnicas tradicionais como métodos espectrofotométricos, cromatograficos e
eletroforéticos. Baixo consumo de reagentes, rapidez, simplicidade, realizagdo de
separacoes e deteccdes com alta resolucéo e sensibilidade (DORNELAS, 2013) séao

algumas vantagens que valorizam a técnica.

Na literatura € possivel encontrar o uso de varios materiais para
fabricacao de dispositivos microfluidicos. Os primeiros eram feitos de silicio e vidro
(BECKER e GARTNER, 2008) devido & existéncia de tecnologia ja desenvolvida na
indastria de semicondutores. No entanto, estes materiais tém custo elevado e
requerem equipamentos especializados. O silicio ainda possui a desvantagem de
ser opaco, ndao sendo adequado para aplicacbes baseadas em deteccdo Optica
(VAZ, 2012).

Recentemente, o desenvolvimento de plataformas de baixo custo, facil
manuseio e portateis, que visam aplicacbées em campo, tem recebido atencao devido
a ampla variedade de aplicacbes analiticas e bioanaliticas. Os substratos
descartaveis em destaque sao plasticos, tecido e papel (GARCIA, 2014). Dentre
estes, o0 papel tem demonstrado versatilidade para producdo em alta velocidade de
dispositivos microfluidicos por processos de fabricagdo menos complexos, além de
ser um substrato compativel com a maioria das andlises quimicas, biomédicas e

médicas.

1.2 Papel

O papel é um material disponivel em praticamente todos os lugares em
diferentes formas, é barato, biodegradavel, leve, flexivel, de facil estocagem e
transporte, com aplicacbes em inumeras areas. Conforme apontado por Costa
(2012), 40 % da producédo mundial de papel € usada para fins comunicativos e mais
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de 50 % em embalagens, lencos, meio de filtracdo e isolamento elétrico. Em
Quimica Analitica, papel é comumente utilizado como filtro em métodos fisicos de

separacao.

Uma das caracteristicas mais importante do papel é a uniformidade de
sua composicdo e de sua superficie (COLLINS; BRAGA e BONATO, 2006). Ele é
constituido por um conjunto de redes de fibras oriundas de celulose extraidas de
diversos tipos de madeira que se interligam formando uma estrutura tridimensional.
As fibras possuem comprimento médio entre 30 e 300 um com didmetro entre 10 e
50 um (ROBERTS, 1996).

A celulose é um polissacarideo cujo monémero € B-1,4-D-glicopiranose,
conforme mostra a Figura 1. As ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas
dos monémeros de glicose sao responsaveis pela forte interacao entre as moléculas

de celulose, o que confere resisténcia as fibras.

Figura 1: Estrutura quimica da celulose.

1.3 Microfluidica em papel

Dispositivos microfluidicos a base de papel (microfluidic paper-based
devices, UPAD) representam uma opg¢ao promissora combinando as capacidades de
dispositivos microfluidicos convencionais com a simplicidade de indicadores

quimicos e biol6gicos que usam tiras de papel poroso impregnadas com reagentes
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especificos. Apds confeccdo dos PPAD, é possivel realizar analises rapidas e de
baixo custo (MARTINEZ et al, 2009), requerendo apenas um suporte externo
simples e pequenos volumes de amostras e reagentes. Além disso, devido ao
ordenamento enovelado das fibras do papel e a sua hidrofilicidade, os fluidos sé&o
conduzidos pelos poros sob acao capilar. Isso aponta vantagens na utilizagao de
UPAD, pois dispensa aplicagdao de equipamentos externos como bombas seringas e

fontes de alta tensao para conducgéo dos fluidos.

O primeiro uso do papel como substrato em aplicacdo quimica foi
desenvolvido por Plinio, o velho, entre 23 a 79 d.C. Ele impregnava tiras de papel
com extrato de nozes de galha, que sao estruturas anémalas formadas nas folhas e
brotos de carvalho que é rico em taninos, para confirmar a contaminacao de sulfato
de ferro em acetato de cobre, que baseava-se em reacao colorimétrica entre o ferro
e o tanino presente no extrato. Caso houvesse presencga de ferro, a tira de papel
adquiria cor preta (HILLIS, 1945; ALVIM e DE ANDRADE, 2006).

O uso de papel como indicadores quimicos foi introduzido no século XVII
por Robert Boyle em seu livro intitulado ‘Experimental History of Colours’, onde relata
trabalhos com tornassol e outros com corantes vermelhos extraidos de pau-brasil e
de liquens, dentre outros. Em um estudo, ele gotejava licor de violeta em papel
seguido de adicdo de algumas gotas de vinagre e observava a modificacdo da cor
violeta para vermelha. (CHAGAS, 2000; TERCI e ROSSI, 2002).

Em processos de separacdo, o uso de papel vem sendo relatado desde a
metade do século XIX, a partir dos trabalhos de Martin e Synge. Eles utilizaram tiras
de papel de filiro como fase estacionaria para separar aminoacidos obtidos apés
hidrélise de 1a (MARTIN e SYNGE, 1941 apud COLLINS, 2009).

Em relagdo a utilizacdo de papel no preparo dos primeiros dispositivos
microfluidicos na acep¢do mais moderna do termo, destacam-se os estudos de
Yagoda, que em 1937, confeccionou zonas reacionais circulares de
aproximadamente 12,5 mm de didmetro a base de parafina em papel de filtro
seguido de aquecimento para quantificar niquel e cobre (Figura 2). A adicdo de
reagentes era feita com uma micropipeta previamente calibrada, posicionada
perpendicularmente aos dispositivos, a uma distancia de 3 mm. Nesse estudo, os
MPAD eram impregnados com solugdes alcoolicas a 1 % de dimetilglioxima e alfa-
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benzoinoxima para a quantificacdo de niquel e cobre, respectivamente pela
formacao de dimetilglioximato de niquel, que é percebido visualmente por uma
tonalidade vermelha e o complexo Cu(C14H1102 N), que tem tonalidade amarelo
esverdeada. A quantificacdo baseava-se na comparacdo da cor das manchas
resultantes nas zonas reacionais dos UPAD com escala de cor de padrbes, apos
secagem (YAGODA, 1937).

Figura 2: Esquema de pPAD confeccionado a base de parafina em papel de filiro para quantificagao
de niquel e cobre. Fonte: Yagoda (1937).

Mais recentemente, em 2007, o grupo de pesquisa de Whitesides, da
Universidade de Harvard, desenvolveu pPAD utilizando a técnica de fotolitografia, o
que permitiu a construgdo de barreiras hidrofobicas com diametro de 7,5 cm de
fotorresistor exposto a luz ultravioleta em 405 nm durante 10 s. Estes dispositivos
foram utilizados para determinacao simultanea de glicose e proteina em amostras de
urina, sendo detectada visualmente por modificacdo de cores. O teste de
confirmagdo para glicose baseia-se na oxidagcdo enzimatica de iodeto a iodo,
gerando um produto de coloragdo castanha. No teste de proteina, utiliza-se o
indicador azul de tetrabromofenol, sendo que urina com auséncia de proteina forma
uma macha amarela nas zonas reacionais dos UPAD e com a presenca de proteina
aparece uma mancha de tonalidade azul esverdeada, conforme ilustra a Figura 3
(MARTINEZ et al, 2007; SILVA, 2012). A ideia inicial do grupo de Whitesides
consistia em criar dispositivos miniaturizados que necessitavam de pequenos
volumes de amostras e reagentes, com facilidade de transporte e descarte, além de

serem baratos para aplicagdo em regides remotas, que estejam ou nao em
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situagdes de emergéncia, em ambientes caseiros ou como alternativa barata as
tecnologias avancadas em ambientes clinicos, visando atender grande numero de

populagéo.

Glicose Proteina

aplicacao da amostra

Figura 3: Esquema de pPAD confeccionado pela técnica de fotolitografia para deteccédo simultanea
de glicose e proteina em amostra de urina. Fonte: MARTINEZ et al, 2007.

Ha varias técnicas relatadas na literatura para fabricacdo de uPAD, que
segundo Costa (2012), consiste na aplicacado de materiais hidrofébicos sobre o papel
por varios métodos como impressdao a cera, serigrafia, impressao flexografica,
recorte a laser, plotagem mecanica, fotolitografia, tratamento por plasma, corte de

papel, deposicao de polidimetilsiloxano, dentre outros.

A impresséo a base de cera é uma das técnicas mais simples, rapidas e
baratas que permite a fabricacdo de UPAD em alta velocidade. Para isso €
necessaria uma impressora que usa cartuchos de cera soélida, cujo custo estimado
para impressora e kit com quatro bastdes de cera sdo R$ 1550,00 e R$ 168,00
respectivamente (cotacdo 26/06/2016). Este processo cria canais hidréfilos, onde os
fluidos sdo transportados, delimitados por barreiras hidrofébicas no papel
(CARRILHO; MARTINEZ e WHITESIDES, 2009). Inicialmente, utiliza-se um
programa para definir o layout dos YPAD, que, em seguida, & impresso com
impressora a cera. O processo é finalizado com o aquecimento do uPAD em placa
ou estufa para fundir a cera impressa, 0 que gera as barreiras hidrofébicas. As
zonas reacionais formadas restringem a amostra, diminuem problemas de dispersao
e contribuem para aumentar a detectabilidade do analito, de acordo com a geometria

e a area.
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1.3.1 Aplicacao dos pPAD

Os pPAD tém aplicabilidade para analises diversas. Jayawardane,
Mckelvie e Kolev (2012), desenvolveram pPAD feitos de papel de filtro pela técnica
de impressao a jato de tinta para determinacdo de fosfato em aguas e solo em
andlise ambiental. Neste trabalho, os layouts dos pPAD foram feitos no programa
Microsoft Word com 30 mm de comprimento com 4 a 8 mm de diametro. A
impressdo era realizada com cartucho que continha 4 % de dimero alquil ceteno,
seguida de aquecimento a 105 °C durante 30 min para que o dimero se distribuisse
na superficie dos UPAD e formasse as barreiras hidrofébicas. Estes uPAD eram
associados a métodos colorimétricos pela reagado entre molibdato/antiménio e acido
ascérbico com a amostra (Figura 4). Imagens digitais foram obtidas com um scanner
de mesa para correlacionar intensidades de cor no sistema RGB com a presencga de

fosfato em aguas e solos utilizando o programa computacional Image J.

Mo/Sb _|
zona de reagdo .|

acido ascorbico ~—

1]

aplicagdo da amostra -

Figura 4: Esquema de pPAD confeccionado por impressdo a jato de tinta para determinagédo de
fostato em aguas e solo. Fonte: JAYAWARDANE, MCKELVIE e KOLEV, 2012.

Em analises biomédicas, Goncalves (2014) confeccionou pPAD
impressos com cera soélida e a jato de tinta para serem aplicados em monitoramento
de glicose, com detecgcdo eletroquimica. Os layouts dos pPAD foram feitos no
programa Adobe lllustrator (Figura 5). Em relagdo a técnica a base de cera, os
autores utilizaram uma impressora que aquece a cera a 135 °C antes de iniciar a
impressdo. Isso permite diminuicdo de tempo de preparo dos UPAD que tiveram

tempo total de processo de 5 s.
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padrdo  circuito  dispositivo
decera  condutor  final

Figura 5: Esquema simplificado de pPAD confeccionado com cera sélida associado com deteccao
eletroquimica para aplicagdo em monitoramento de glicose. Fonte: GONGCALVES, 2014.

UPAD confeccionados pela técnica de carimbagem, que envolve
transferéncia de parafina para a superficie do papel, foram utilizados para a
determinacao de nitrito no controle de qualidade de alimentos (CARDOSO, 2014).
Inicialmente, papel filtro era imerso em uma solugéo que continha parafina liquida a
90 °C por 60 s seguido de secagem a temperatura ambiente até solidificacao da
parafina. Feito isto, carimbos metalicos de aco inoxidavel foram aquecidos a 150 °C
e colocados em contato com o papel parafinado manualmente por 2 s para carimbar
o layout dos pPAD com formacéo das barreiras hidrofébicas. Neste estudo, o layout
dos UPAD continha 8 zonas de reagado circulares interconectadas por uma zona
central onde era aplicada a amostra. A dimensao desses dispositivos tinha 10 mm
de comprimento e 3 mm de largura com diametros de 5 e 10 mm nas zonas

reacionais interconectadas e central, respectivamente, conforme a Figura 6.

45 mm

Figura 6: Imagem de puPAD obtido apds o processo de carimbagem para aplicacdo na determinagao
de nitrito em alimentos. Fonte: CARDOSO, 2014.
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Em relacdo aos modos de detecgcédo, os uPAD podem ser associados a
deteccgao colorimétrica, como no trabalho de ABE et al (2010) para determinacéao de
proteina, glicose e em ensaios de pH por meio de alteragbes de cor combinados
com andlises digitais de imagens. Os autores utilizaram scanner de mesa para
aquisicao de imagens e o programa computacional Image J para avaliacdo das
intensidades de cor no sistema RGB. Com deteccdo eletroquimica utilizando
cronoamperémetros com potencial de 500 mV e voltametria de redissolu¢do andédica
com potencial de 5 mV, destacam-se os estudos de Nie et al (2010) que aplicaram
UPAD na determinacdo de glicose, lactato e acido urico em amostras de urina
artificial e em ensaios de seletividade para chumbo em solu¢cées aquosas contendo
mistura de chumbo e zinco. Para isso, foram adicionados nos pPAD trés eletrodos a
partir de tintas condutoras de carbono e prata com dimensdo de 1,5cm de
comprimento e 3 mm de largura. O trabalho de Delaney et al (2011) foi pioneiro no
estudo de uPAD com eletroquimiluminéncia, usando a camera de um smartphone
para captura de imagem; eles fabricaram YUPAD a base de tinta em um layout de 7
mm de comprimento e 15 mm de largura com adicdo do lumindfero
tris(bipiridil)ruténio(ll) nas areas hidrofilicas para detectar emissdo de luz de 2-
etanoldibutilamino e nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH). Estes compostos
podem ser encontrados em mais de 250 vias bioldgicas.

1.4 Deteccao colorimétrica

Reacdes que geram um produto colorido servem para estudos em pPAD
com detecgcédo colorimétrica, sendo que a intensidade da cor desse produto é
proporcional a concentracao da espécie quimica (SANTOS, 2014).

As reacdes cromogénicas ocorrem dentro das zonas reacionais dos uPAD
e a identificacdo do analito pode ser feita visualmente em resposta de confirmagao
(positivo/negativo) em abordagem qualitativa; pode ser semi-quantitativa por meio de
comparacdo com escala de cor de um padrdo ou quantitativa por relacdes
matematicas da intensidade de cor do analito, a partir do tratamento de imagem
digitalizada. Para isso, € necessario obter a imagem da area colorida empregando
um dispositivo de captura de imagem, a qual é convertida em valores de
componentes de cores utilizando-se um programa computacional, sendo que esses
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valores, correspondentes a intensidades de cor servem para a construgcao de curvas

analiticas em propostas de quantificacdo (GARCIA, 2014).

Com o avancgo tecnoldgico da informatica, atualmente existem varios
modos de comunicacdo digital que podem ser utilizados para transmissao dessas
imagens: correio eletrbnico, mensagens multimidia, nuvem e whatsapp, que
permitem aplicacdo em areas remotas ou com recursos limitados. Martinez et al
(2008) utilizaram imagens digitais de uPAD preparado pela técnica de fotolitografia
para determinacao de glicose e proteina em urina artificial usando as vantagens da
comunicacgao digital para transferéncia de dados colorimétricos do local de ensaio
para um laboratério com analista adequado para avaliacdo dos dados. Depois, 0
diagnéstico foi reencaminhado novamente em meio digital para o prestador de
servico local. Neste contexto, a deteccao colorimétrica € a mais utilizada devido ao
baixo custo, aplicabilidade para realizar analises em campo e facil acesso aos
equipamentos necessarios para captura e transmissao de imagens digitais.

1.5 Imagens digitais

ltens de uso comum como scanner e cameras de tablet ou smartphone
permitem aquisicdo de imagens digitais e podem servir como ferramentas para
propostas analiticas, por fornecerem, de forma rapida, informacées que podem ser
associadas as concentracdes de espécies quimicas coloridas, tendo potencialidade
para aplicacdo em campo com baixo custo de implementacdo (GARCIA, 2014;
CASTRO, 2013).

A andlise de imagens digitais pode ser feita pela avaliacdo dos pixeis,
que € o menor elemento que constitui uma imagem (SANTOS, 2013). Com relacao a
imagens digitais coloridas, o processamento pode ser realizado em diferentes
sistemas de cores quando € projetada através de filtros coloridos, como no sistema
RGB (Red, Green and Blue), sendo que a quantidade de energia refletida do objeto
digitalizado determina sua representagdo entre o branco (quando refletem toda a
energia) e o preto (quando absorvem toda a energia).

O sistema RGB descreve quantitativamente as cores com uma

representacdo numérica. Para isso, esse sistema usa 8 bits (1 byte) para cada
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componente (R, G e B), que pode assumir 256 niveis de intensidades de cor, isto &,
cada componente pode assumir valores de 0 a 255, sendo que a cor de um pixel é a
combinagao das trés componentes (GOMES, 2008; SANTOS, 2013), o que gera
cerca de 16 milhdes de combinacdes de cores. Essas informacdes numéricas
podem ser obtidas empregando programas computacionais.

Ao ser digitalizada, a resolucao da imagem pode ser dada em pixel ou
megapixel (MP) e em “dots per inch” (dpi), que s&o duas medidas que se associa
com a qualidade da imagem digital gerada. A primeira forma indica que quanto mais
pixeis uma imagem tem, melhor é a sua qualidade, sendo comumente utilizada em
especificacdes de cameras digitais de smartphones e tablets. A segunda relaciona a
quantidade de pixeis por area da imagem quando a imagem for impressa ou
mostrada na tela do processador, sendo geralmente utilizada em programas
computacionais de digitalizacdo de scanner. Assim quanto maior 0 numero de pixeis
por area da imagem, melhor € qualidade da imagem (SCURI, 1999). Isso influencia
os valores numéricos das componentes RGB, o tamanho do arquivo digital gerado,
normalmente especificado em megabyte (MB) e o espaco ocupado na meméria do
computador, além do tempo gasto para aquisicdo e processamento desse arquivo.
Portanto, é imprescindivel definir a qualidade adequada para aquisicdo de dados,
considerando-se a sensibilidade do dispositivo de captura de imagem, a capacidade
do processador, a facilidade para envio de informacdes utilizando a comunicacao
digital, considerando também os objetivos pretendidos com o tratamento desses
dados.

Como a intensidade da cor pode ser proporcional a concentragdo de uma
espécie quimica (SANTOS, 2013), em pPAD, a quantificacao dessa espécie pode
ser realizada a partir da correlacdo dos valores das componentes do sistema RGB
de uma imagem digitalizada associada com essa espécie e sua concentracdo. Pode-
se considerar uma analogia a medidas espectrofotométricas, mas dispensando-se
todo instrumental necessario que neste trabalho foi aplicado para analisar amostras
contendo antocianinas (ACYS).
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1.6 Antocianinas

ACYS sao corantes naturais fendlicos, da classe dos flavondides,
responsaveis pelas tonalidades que variam do vermelho ao azul, encontrados em
raizes, folhas, frutos e flores (LOPES et al, 2012). Em relacédo as funcdes desses
corantes na planta, ressaltam-se acao protetora a luz e em mecanismos de

reproducao e defesa.

A estrutura quimica de ACYS (Figura 7) é caracterizada pela presenca de
dois anéis aromaticos denominados A e C, unidos por trés atomos de carbono
formando o anel heterociclico B. Os anéis aromaticos A e B s&o derivados da rota do
acido xiquimico formando estruturas na forma Cs-Cs, 0 anel C é derivado da rota dos
acetatos formando um tricetideo com seis atomos de carbono resultando na outra
parte Cs. O anel B sofre substituicdo de um hidrogénio por um grupo de agucar
(MALACRIDA e MOTTA, 2006), sendo o cation flavilico a estrutura mais estavel e
predominante em pH < 2.

R

OH

R2

aclcar

OH

Figura 7: Estrutura quimica das antocianinas.

A glicolisacdo pode ocorrer em varias posigbes, no entanto, é mais
evidenciada na posicdo 3. Os aclUcares mais comumente ligados as ACYS sao:
glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose e frutose, que favorecem a
solubilidade do corante em meio aquoso. Além disso, a quantidade de grupos
metoxilas e hidroxilas na molécula influencia a estabilidade, a coloracdo em solugéao
e diferencia os varios tipos de ACYS existentes em frutas. Por exemplo, cianidina-3-
glicosideo é diferenciada de outras ACYS pela presenca de grupos hidroxilas e
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hidrogénio nas posicdes Ri1 e Rz, respectivamente, ao passo que a malvidina-3-

glicosideo € substituida em R1 e Rz por grupos metoxilas.

Outra caracteristica importante de ACYS é a sensibilidade a alterac6es de
pH, fazendo com que suas solugdes exibam diferentes cores devido a alteragbes

estruturais descritas na Figura 8.
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Figura 8: Mudancas estruturais de ACYS em meio aquoso e em funcdo do pH. Fonte: TERCI e
ROSSI, 2002.

Frequentemente, em meio acido (pH 1 a 3), solu¢des aquosas de ACYS
apresentam tons avermelhados. Isto corresponde ao equilibrio entre o cétion flavilico
e a pseudobase carbinol. A medida que o pH vai aumentando, a solucdo perde cor
até se tornar praticamente incolor (pH 4 a 6) devido a formacdo da pseudobase
carbinol. A partir de valores de pH entre 6 a 8, ocorre a formacao da anidrobase,
cuja solucdo apresenta tom violeta. Acima deste pH, as ACYS sao ionizadas e em
pH entre 9 a 13 forma-se outra anidrobase que cuja solucdo aquosa apresenta tons
azuis ou verdes. Por fim, em meio fortemente basico (pH 14), ocorre a ruptura do
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anel heterociclico formando a estrutura denominada chalcona que é percebida em
solugédo com tom amarelo (TERCI, 2004).

As diferencas de tonalidades adquiridas por solucées de ACYS estédo
relacionadas com a presenca de grupos croméforos. A interacao desses grupos com
a radiacéo eletromagnética na regiao do visivel pelo processo de absor¢éo, confere-
lhes cor, o que torna possivel quantifica-las em solucdo por técnicas
espectrofotométricas.

O método oficial para quantificagdo de ACYS é baseado em medidas
espectrofotométricas (LEE; DURST e WROLSTAD, 2005), sendo aplicavel para
ACYS presentes em frutas, bebidas, corantes naturais e vinhos. Este método leva
em consideracao a diferenca de absorbancia em 520 nm de solucées de ACYS em
pH 1 que corresponde a sua forma colorida (cation flavilico) e em pH 4,5 que
corresponde a sua forma incolor (carbinol), com resultados proporcionais a
concentragdo do corante. Como varios tipos de ACYS em proporgcbes variadas
podem estar presentes nos extratos naturais, o método oficial expressa a
concentragdo do pigmento antocianico em termos de cianidina-3-glicosideo, que é o

tipo de ACYS mais comumente encontrada na natureza.

Com estas propriedades de modificagdo de cor em solu¢do em diferentes
valores de pH, ACYS tem aplicagdo como indicadores naturais de pH no ensino de
Quimica, como aponta Terci e Rossi (2002), que estudaram aplicacdo de ACYS
extraidas de amora, jambolao e jabuticaba como indicadores de pH em solugéo e
em tiras de papel filtro impregnadas com os exiratos de ACYS. Este estudo
concedeu, recentemente, patente de invenc¢ao sob o numero 0216120-6 as autoras.
Outros trabalhos tratam da determinacao de ponto final de titulacées acido-base em
estudo realizado com extratos de ACYS de flores e frutas: ipé roxo, petunia,
quaresmeira, jabuticaba e jamboldo (GUIMARAES et al, 2012) e aplicacdo de ACYS
extraidas de amora, framboesa e mirtilo para sensibilizar células solares
(PATROCINIO e IHA, 2010).
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1.7 Propriedades e exploracao econoémica de ACYS

Ainda crescem os estudos sobre substituicdo de corantes sintéticos por
naturais em alimentos, principalmente porque os consumidores buscam melhor
qualidade de vida (SILVA et al, 2010). Isso implica também em beneficios
ambientais, visto que muitos produtos alimenticios como sucos, doces e polpas tém
remogao de cascas de frutas para descarte em vez de serem utilizadas, evitando
desperdicio (OLIVEIRA et al, 2009). Em frutas roxas, por exemplo, geralmente
ACYS sao encontradas em maior quantidade nas cascas, com exce¢des como
amora, mirtilo, acai e pitaya vermelha. Na industria cosmética também é evidenciada
a aplicabilidade de ACYS, como por exemplo, na formulacdo de lipossomas para
encapsulacdo de extrato de ACYS de acai para produzir dermocosméticos.
(TABARIN e GONCALVES, 2010) e em formula¢des de xampus e condicionadores
utilizando ACYS do extrato de camu-camuzeiro (YUYAMA, 2011).

Aspectos vantajosos da aplicacao de ACYS como corantes naturais em
alimentos e cosméticos estédo relacionados com suas propriedades potencialmente
favoraveis para a saude humana. Destacam-se sua agdo antioxidante, anti-
inflamatéria, antimicrobiana, anticancerigena, antidiabética e antiobesidade
(OSMANI, 2009).

A grande extenséo territorial do Brasil, que abrange varios ecossistemas
(floresta amazénica, mata atlantica, cerrado e caatinga) resulta em uma ampla
biodiversidade de plantas, flores e frutos. Neste contexto, € justificavel aprofundar
estudos sobre novas fontes de ACYS que ocorrem naturalmente, visando obter
dados que podem estimular sua exploracao econdémica sustentavel, ja que existem
aplicagdes como corantes naturais em alimentos, em formulagbes de cosméticos e

fitoterapicos.
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1.8 Caracterizacao das frutas estudadas
1.8.1 Uva (Vitis vinifera)

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuarias (EMBRAPA),
0 processo de viticultura no Brasil teve inicio com imigrantes portugueses. Os
primeiros cultivares ocorreram na regido Nordeste com expansdo para outros
estados: Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais. Atualmente, existem varias areas de
plantio, o que indica uma tendéncia de expansado da cultura no Brasil, sendo os
principais polos produtores encontrados no Sul e Sudeste do pais (CAMARGO;
MAIA e RITSCHEL, 2010).

Existem varios estudos que relatam os beneficios farmacoldgicos
associados ao consumo de uva, que é fonte de diversos compostos fendlicos,
principalmente ACYS (LUCILE, et al, 2007; DEL VALLE LEGUIZAMON; LEON e
SANUDO, 2005), por sua destacada atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
anticancerigena. Segundo Soares et al (2008), o teor de ACYS obtido da casca de
uva do tipo isabel foi de 82 mg por 100 g, expressa em cianidina-3-glicosideo. Os
pigmentos antocidnicos da uva roxa encontram-se principalmente na casca
(MEZAROBA, 2001).

1.8.2 Jabuticaba (Myrciaria cauliflora)

E uma fruta de origem sul-americana, conhecida ha mais de 400 anos.
Jabuticabeiras nativas podem ser encontradas em grande parte do Brasil, com maior
ocorréncia em Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande
do Sul (SUGUINO et al, 2012).

Assim como acontece com uva, cresce o numero de estudos envolvendo
a jabuticaba devido ao seu alto teor de compostos fendlicos como ACYS (MOURA et
al, 2009; CAVALCANTI, 2013), que também estéo localizadas na casca (Figura 5).
Nos estudos de Teixeira; Stringheta e De Oliveira (2015), o teor de ACYS em casca
de jabuticaba foi de 641 mg por 100 g.
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2.1 Objetivo geral

Considerando o interesse em tecnologias alternativas para quantificacao
de analitos coloridos em solugéo, visando aplicagdo em campo sem utilizacdo de
equipamentos de laboratério, este trabalho teve como objetivo desenvolver um
procedimento para detectar e quantificar ACYS extraidas de frutas, utilizando-se
MPAD, com aquisicdo de imagens usando scanner de mesa e cameras de tablet e
smartphone, e tratamento dos dados a partir das componentes do sistema RGB das

imagens digitalizadas com programa de uso livre.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a superficie do papel usado para confeccionar os pPAD antes e apos
impregnacgao com solugéao de pH 1 e com solucdes de ACYS de uva e jabuticaba.

Avaliar a adequacéo dos WPAD em proposta qualitativa para detectar ACYS pela
modificacdo de cor em solucdes de pH variando de 1 a 14 e em solugbes de HCI
e NaOH 2 mol L.

Estudar as condi¢cées de aplicacdo da amostra e de armazenamento dos pPAD
impregnados com solugédo de pH 1, a adequacédo de diferentes dispositivos para
aquisicao de imagens bem como a resolucdo dessas imagens para posterior
conversao de dados no sistema RGB, visando a quantificacao de ACYS.

Avaliar algumas figuras de mérito do método de quantificagdo de ACYS em uPAD
a partir dos parametros: linearidade, precisao, exatidao, limite de deteccao e limite
de quantificagao.



Capitulo 3: PARTE EXPERIMENTAL

36



37

3.1 Consideracoes gerais

Este trabalho foi dividido em estudos qualitativos e quantitativos de ACYS
extraidas de frutas. Para sua execugao, tem-se registro no Sistema de Autorizagao e
Informacao em Biodiversidade (SISBIO), sob o numero 47740-1.

Os estudos qualitativos envolveram testes com deteccdo visual, que
visaram um procedimento para identificar a presenca de ACYS pela modificacdo de
cor em solugbes de pH conhecidos variando de 1 a 14 e com ensaios de
reversibilidade de cor em solugdes de HClI e NaOH 2 mol L' impregnadas nos
UPAD.

Os estudos quantitativos incluiram a quantificagdo dos extratos de acordo
com o método oficial AOAC International (LEE; DURST e WROLSTAD, 2005) e pelo
método desenvolvido, que corresponde a quantificacdo de ACYS em imagens
digitais de pPAD. A proposta quantitativa iniciava-se com a aplicacdo de amostra
contendo ACYS no uPAD, depois eram obtidas imagens empregando scanner de
mesa e cameras de tablet e smartphone para conversao digital em intensidades de
cor no sistema RGB utilizando-se o programa livre GIMP 2.8. Buscou-se estabelecer
correlagdes do sinal digitalizado proporcionais a concentragédo de ACYS, tendo sido
testadas diversas qualidades de obtencao das imagens para ajuste das condicées
de digitalizacédo e correlagdo com as concentragdes encontradas por método oficial.
O trabalho foi finalizado com validacao analitica do método desenvolvido com
avaliagdo dos parametros linearidade, preciséo, exatidao, limite de deteccao e limite

de quantificacao.

3.2 Preparo dos extratos de ACYS

Frutas frescas, uva (Vitis vinifera) e jabuticaba (Myrciaria cauliflora), foram
colhidas na prépria arvore ou adquiridas no comércio local, sendo posteriormente
conservadas em freezer até o momento do uso. Para obtencdo dos extratos,
deixavam-se as frutas congeladas atingirem a temperatura ambiente antes do

processamento.



38

Optou-se pela utilizagdo de procedimentos descritos na literatura e que
vem sendo estudados e aperfeicoados em trabalhos com ACYS desenvolvidos no
Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica e Educacao (GPQUAE, IQ-UNICAMP)
para obtencao dos extratos. Cerca de 30 g de cascas das frutas foram removidas
manualmente para pesagem (SHIMADZU AX200) e depois imersas em etanol 94 %
v/v na proporgao 1:3 (massa de cascas/volume de solvente). O sistema foi mantido
sob agitacdo em mesa agitadora (Novatécnica, CT-145) por 2 h, seguindo-se de
filtragcao simples com papel de filtro qualitativo (Qualy, 80 g m?). Para verificar o perfil
espectral dos extratos de ACYS foram obtidos espectros eletrénicos (Pharmacia
Biotech Ultrospec 2000) em triplicata com varredura entre 400 a 650 nm em celas de
quartzo de 1 cm de caminho éptico (Q4-Biocel) utilizando-se etanol 94 % como

branco.

Para concentrar os pigmentos antocianicos, os extratos brutos foram
acondicionados em placas de Petri e deixados para secar a temperatura ambiente
sob fluxo de ar do sistema de exaustdo de capela com vazdo de 0,6 m s até a
formacao de uma pasta viscosa, denominada “extrato seco” (FAVARO, 2008). Apos
isso, 0s extratos secos foram cobertos com papel aluminio e estocados em freezer

até uso para quantificagdo de acordo com o método oficial.

3.3 Preparo das solucoes de pH conhecido

A composicdo das solugbes de pH conhecido utilizadas nos ensaios
qualitativos e quantitativos de ACYS em UPAD esta listada na Tabela 1. A
confirmacdo do pH foi realizada utilizando pHmetro (ANALYSER pH 300) com
eletrodo de vidro combinado e para ajuste, quando necessario, foram utilizadas
solugdes de HCl e NaOH 1 mol L' com excegéo das solugdes de pH 1 e 4,5, que
foram ajustadas com HCI concentrado, conforme indicagédo do método oficial.
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Tabela 1: Composi¢éo das solu¢des de pH conhecido.

pH

Solucao (volume final = 100 mL)

1,0
2,0
3,0
4,0
4,5
5,0
6,0
7,0
8,0
9,0
10,0
11,0
12,0
13,0
14,0

94 mL de KCI 0,025 mol L' + 6 mL de HCI concentrado
25 mL de KCI 0,2 mol L' + 7 mL de HCI 0,2 mol L™
4 mL de NazHPO4 0,2 mol L' + 16 mL de &cido citrico 0,1 mol L™
8 mL de NazHPQO4 0,2 mol L' + 12 mL de &cido citrico 0,1 mol L
80 mL de CzH3sNaO: 0,4 mol L' + 20 mL de HCI concentrado
10 mL de NazHPO, 0,2 mol L' + 10 mL de &cido citrico 0,1 mol L
13 mL de NazHPO4 0,1 mol L' + 7 mL de &cido citrico 0,1 mol L™
17 mL de NazHPO4 0,1 mol L' + 4 mL de &cido citrico 0,1 mol L™
19 mL de NazHPO4 0,1 mol L' + 1 mL de &cido citrico 0,1 mol L™
50 mL de KCI/H3BO3 0,1 mol L' + 21 mL de NaOH 0,1 mol L
50 mL de KCI/HsBO3 0,1 mol L' + 44 mL de NaOH 0,1 mol L™
50 mL de NapHPO4 0,05 mol L' + 4 mL de NaOH 0,1 mol L™
25 mL de KCI 0,2 mol L' + 6 mL de NaOH 0,2 mol L™
25 mL de KCI 0,2 mol L' + 66 mL de NaOH 0,2 mol L
Solucéao saturada de KOH

3.4 Preparo dos yPAD

Os uPAD foram preparados por impressdo com cera (Xerox Phaser

8560N) em papel cromatografico (Whatman n° 1) em um design composto de 96

zonas reacionais circulares de 7 mm de didmetro, desenhadas com linhas de 0,5

mm de espessura, dispostas em um arranjo de 8 linhas e 12 colunas com distancia

de 9 mm entre os centros de duas zonas. Apds a impresséo, os dispositivos eram
levados a estufa (QUIMIS®, Q317M13) a 150 °C por 120 s para permeagéo da cera
e impermeabilizacdo das zonas reacionais. Para evitar perda de liquido por

vazamento, fixava-se filme plastico autoadesivo transparente (Con-Tact®) no verso

dos uPAD. A Figura 9 ilustra o layout dos uPAD antes e apds tratamento em estufa.
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150°C, 120 s

~
-,y

Figura 9: Layouts dos uPAD: (a) inicial e (b) final.

3.5 Modo de adicao dos reagentes nos PYPAD e conversao em

imagens

Os UPAD foram fixados em um suporte de madeira com auxilio de fita
crepe (AFA®) nas laterais, de modo a permitir uma superficie rigida e estavel para
adicdo dos reagentes. Uma micropipeta (Eppendorf, 10 puL) era posicionada
perpendicularmente aos dispositivos com distancia de aproximadamente 3 cm, como

indicado na Figura 10.

Figura 10: llustracdo do modo de adicdo dos reagentes nos uPAD.

Para os testes iniciais, eram adicionados 4 pL das solu¢des de pH
conhecido no centro de cada zona reacional deixando-as secar! a temperatura
ambiente. Em seguida, eram adicionados 4 puL das solucbes de ACYS de

concentragdes conhecidas, com nova secagem a temperatura ambiente. No

"Neste trabalho, toda referéncia a secagem relaciona-se com a remocdo do excesso de agua
aparente da superficie do papel do uPAD.



41

decorrer do trabalho foram realizadas alteragdes nos volumes adicionados, descritas

na sequéncia.

Empregando scanner de mesa (Lexmark X83), imagens digitais foram
adquiridas pela posicao dos WPAD no centro da placa de digitalizagdo. Utilizando
cameras de tablet (Samsung Tab 4, 3 MP) e smartphone (Motorola Moto G 22
geracao XTI068, 6 MP) as imagens eram obtidas por captura direta dos puPAD
fixados no suporte de madeira com disténcia de 15 cm, conforme ilustram as Figuras
11 e 12. As imagens geradas foram salvas nos formatos bmp (Bitmap) e jpg (Joint
Photographics Experts Group), sendo que para a determinagao das intensidades de
cor foi empregado o programa de uso livre GIMP 2.8, que é compativel com os
formatos de arquivos utilizados no presente trabalho.

Figura 11: llustracdo do modo de digitalizacdo dos uPAD com scanner colocados diretamente sobre
a placa digitalizadora.

camera

Figura 12: llustracdo do modo de captura de imagens dos WPAD utilizando cameras de tablet e
smartphone.
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3.6 Avaliacao dos pPAD impregnados com reagentes

Para obter informac¢des morfolégicas dos pPPAD impregnados com
solugdes envolvidas na obtencdo das manchas avermelhadas, cuja intensidade de
cor pode ser associada a concentracdo de ACYS, foram obtidas imagens de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos pPAD impregnados com essas
solugdes, descritas na Tabela 2. Para isso, utilizou-se microscopio JSM-6360
(JEOL/EOQO) com feixe de elétrons de 10 keV e os uPAD das amostras da Tabela 2
receberam cobertura de ouro e a formagcdo das imagens deu-se por elétrons
secundarios (SEI) com ampliacao de 50, 200, 500, 1000 e 4000 vezes.

Tabela 2: Descricdo das misturas reacionais nos pPAD para obtencdo de imagens por MEV.
Condigdes: cobertura de ouro, feixe de elétrons de 10 keV, formagdo de imagens por elétrons
secundarios (SEI), com ampliacao de 50, 200, 500, 1000 e 4000 vezes.

Amostra | Misturas reacionais nos pPAD para analise por MEV
1 PC*
2 PC + 4 uL de solugéo de pH 1
3 PC + 4 uL de solugédo de pH 1 + 4 pL de solugéo de ACYS de uva
4 PC + 4 uL de solugcéao de pH 1 + 4 uL de solucéo de ACYS de jabuticaba
*papel cromatografico

3.7 Quantificacao dos extratos

Para quantificar os extratos e as solugbes de ACYS utilizadas neste
trabalho, foi aplicado o método oficial AOAC International (LEE; DURST e
WROLSTAD, 2005), que € baseado na metodologia do pH diferencial proposto por
Fuleki e Francis em 1968. Este método envolve medidas de absorbancia em 520 nm
das solucbes em diferentes coloracbes (vermelho e incolor) relacionadas com as
estruturas de ACYS em pH 1, que corresponde ao cation flavilico, e em pH 4,5, que
corresponde ao carbinol. Dessa forma, a diferenca de absorbancia de solugbes de
ACYS em pH 1 e 4,5 é proporcional a concentragao efetiva do corante.

Partiu-se de aproximadamente 70 mg do extrato seco de ACYS, que
foram dissolvidos em solucdo de pH 1 em baldes volumétricos de 10 mL. Na
sequéncia, uma aliquota de 1 mL do extrato aquoso foi adicionada em balbes
volumétricos de 5 mL e diluida com solugbes de pH 1 e 4,5 com medidas de
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absorbancia em 520 e 700 nm realizadas em triplicata em cubetas de quartzo de 1
cm de caminho éptico.

3.8 Identificacao de ACYS nos uPAD

Neste estudo, a variacdo de cor de solugdes de ACYS nos uPAD bem
como sua reversibilidade foi avaliada por deteccdo visual em duas etapas. A
primeira etapa consistiu na reagdo de solugdes de ACYS de concentragdes 92 mg
L' do extrato de uva e 204 mg L' do extrato de jabuticaba com solugdbes de pH
conhecido variando de 1 a 14. A segunda etapa consistiu na reacdo das mesmas
solugbes de ACYS com solugoes de HCl e NaOH 2 mol L' adicionadas de forma

alternada em uma mesma zona reacional dos pPAD.

Os UPAD eram impregnados com 4 pL de solugdes de pH conhecido
variando de 1 a 14 com secagem a temperatura ambiente. Na sequéncia, eram
adicionados 4 pL de solucdes de ACYS preparadas em agua deionizada, seguindo-
se outra etapa de secagem a temperatura ambiente. Para o teste de reversibilidade
eram adicionados 2 pL de solugdo de HCI 2 mol L' em uma coluna distinta nos
HUPAD seguido de secagem a temperatura ambiente. Depois, nessa mesma coluna,
eram adicionados 2 pL de solugdo de ACYS com nova secagem, e, para finalizar o
teste, eram adicionados 2 pL de solugdo de NaOH 2 mol L' e novamente de HCI
2 mol L', buscando-se observar a reversibilidade de cor das manchas no conjunto
das zonas reacionais. Foram 3 replicatas para o ensaio de variacdao de cor e 8
replicatas para o ensaio de reversibilidade.

3.9 Quantificacao de ACYS nos puPAD com analise digital de imagens

O programa de uso livre GIMP 2.8, desenvolvido por Mattis e Kimball em
1996, fornece dados no sistema RGB e foi empregado para conversao digital das
intensidades de cor das imagens geradas pela reacdo entre solugbes de ACYS dos
extratos de uva e jabuticaba com solugcédo de pH 1 nos uPAD. O programa pode ser
obtido pelo link https://www.gimp.org/downloads/.
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A sequir, sao relatados os procedimentos desenvolvidos para testar o
modo de aquisicao de imagem empregando scanner de mesa com avaliacdo de
diferentes qualidades de digitalizagédo e o modo de sele¢do da area da imagem para

conversao digital no sistema RGB, buscando as condicbes mais adequadas para

quantificar ACYS.

3.9.1 Avaliacao das componentes do sistema RGB

O programa GIMP 2.8 realiza automaticamente a contagem dos pixeis
para leitura de intensidades de cor a partir da ferramenta selecao eliptica, que foi
usada para delimitar a area da imagem para estudo com contagem de 92.885 pixeis.
Os valores de RGB foram extraidos usando a ferramenta informagcbes de cores

através do histograma, ilustrado na Figura 13 e, posteriormente, importados para

uma planilha em Excel.
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Figura 13: Interface grafica do usuario do programa GIMP 2.8.

Solugdes de ACYS do extrato de uva nas concentragdes 20; 40; 60; 80 e
100 mg L' e 65; 130; 195; 260 e 325 mg L' do extrato de jabuticaba foram
preparadas pela diluicdo de solugdes estoque de concentragbes 104 e 343 mg L7,
respectivamente para os extratos de uva e jabuticaba, em solugdo de pH 1.
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Adicionaram-se 4 pL de solugdes de pH 1 no centro das zonas de reacao
em 5 replicatas nos PPAD, seguindo-se de secagem a temperatura ambiente.
Depois, eram adicionados 4 L de solugbes de concentragdes conhecidas de ACYS,
seguindo-se novamente de secagem a temperatura ambiente. Finalmente, os uPAD
eram posicionados no centro da placa do scanner e digitalizados com qualidade de
200 dpi. Como branco, utilizaram-se os valores das componentes R, G ou B das

imagens dos pPAD impregnados apenas com solucédo de pH 1.

3.9.2 Aquisicao das imagens digitais

O scanner utilizado permite a obtencdo de imagens com resolucao entre
50 e 19.200 dpi. Neste estudo, foram avaliadas as resolugcées de 200, 400, 600 e
800 dpi. Os UPAD eram preparados pela adicdo de 4 pL de solugdes de pH 1 no
centro das zonas de reacao em 5 replicatas, seguindo-se de secagem a temperatura
ambiente. Na sequéncia, eram adicionados 4 pL de solugbes de ACYS de
concentragdes entre 20 a 100 mg L' (extrato de uva) e 65 a 325 mg L' (extrato de
jabuticaba), seguindo-se novamente de secagem a temperatura ambiente. Feito isto,
os dispositivos eram posicionados no centro da placa do scanner e as imagens
foram obtidas com qualidades de 200, 400, 600 e 800 dpi.

3.10 Estabilidade de pyPAD e formas de obtencao de imagens

Paralelamente aos testes qualitativos e quantitativos em pPAD, foi
iniciado um teste para avaliar a reatividade dos puPAD impregnados previamente
com solucédo de pH 1 e, depois, com solugdes de ACYS, j& que solugdo de ACYS
em pH 1 assume sua estrutura mais estavel denominada cation flavilico, com
solucdes de coloragao vermelha-rosa. Assim, quanto mais intensa for a coloragao da
mancha na zona reacional nos uPAD, maior é a concentracao de ACYS da solucao

aplicada.

As intensidades de cor obtidas para os extratos de uva e jabuticaba foram

monitoradas durante 4 meses em 3 condicbes de armazenamento: temperatura
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ambiente e protegidos da luz, temperatura ambiente e expostos a luz de ambiente
interno e temperatura de 5 °C e protegidos da luz.

Nesse estudo, eram adicionados 4 uL de solugéo de pH 1 em cada zona
reacional dos PPAD, seguindo-se de secagem a temperatura ambiente com
posterior armazenamento nas 3 condicbes ja descritas. As colunas dos YPAD
correspondem ao tempo de estudo da estabilidade com checagem semanal e as
linhas correspondem ao numero de replicatas, conforme mostra a Figura 14.

Semanalmente, eram adicionados 4 UL de solugcées de ACYS de uva de
concentracdo 60 mg L' e jabuticaba de concentracdo 195 mg L' nas zonas
reacionais previamente impregnadas com solucao de pH 1, seguindo-se secagem a

temperatura ambiente.

SEMANAS

REPLICATAS

Figura 14: Esquema da organizacao dos YuPAD utilizados no teste de estabilidade.

Neste teste, as intensidades de cor foram avaliadas a partir de imagens
digitais de uPAD obtidas com scanner de mesa e cameras de tablet e smartphone. A
resolugdo de imagens obtidas com scanner foi expressa em dpi e para obtencéo
dessas imagens seguiu-se o procedimento descrito no subitem 3.9.1. Ja as
resolucbes de imagens obtidas com cameras de tablet e smartphone foram
expressas em MP, sendo que imagens adquiridas com a camera de smartphone
foram capturadas com flash ativado de acordo com o esquema da Figura 12, e
imagens obtidas com a camera do tablet pelo mesmo esquema de posicionamento
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foram adquiridas sem flash. Dados de resolugdo dos dispositivos de captura de

imagem estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Resolucéo dos dispositivos de captura de imagens digitais de uPAD.

Dispositivo de captura de imagem Resolucao
scanner de mesa 400 dpi
tablet 3 MP
smartphone 6 MP

3.11 Avaliacao de desempenho do método

Para avaliar o desempenho do método, realizou-se a andlise dos
parametros linearidade, precisdo, exatiddo, limite de detecgcdo e limite de
quantificacdo, segundo a resolucdo 899 de 2003 para Validacdo de Meétodos
Analiticos e Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a
Orientacao sobre Validacdo de Métodos Analiticos de 2010 do Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO).

3.11.1 Linearidade

Este pardmetro demonstra que os resultados obtidos experimentalmente
pelo método desenvolvido sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito

em um intervalo predeterminado.

A partir de solugdes estoque de ACYS dos extratos de uva e jabuticaba
de concentragoes 121 e 358 mg L', respectivamente, foram preparadas cinco
solucdes de cada extrato a partir de diluicbes adequadas em solucdo de pH 1,

descritas na Tabela 4.

Tabela 4: Solugdes de ACYS em mg L' dos extratos de uva e jabuticaba preparadas em solugdo de
pH 1 e aplicadas nos pPAD para avaliagéo da linearidade.

ACYS de uva (mg L) ACYS de jabuticaba (mg L)

61 179
76 224
91 269
106 313

121 358
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Em seguida, 8 uL de solucbes de ACYS de concentracées conhecidas
foram adicionadas nos PPAD com posterior secagem a temperatura ambiente.
Imagens digitais foram obtidas em scanner com qualidade de 400 dpi com posterior
aquisicao de dados da componente G para construgdo de curvas analiticas para
cada extrato.

3.11.2 Precisao

Neste trabalho foi avaliada a precisdo intra-corrida (repetibilidade)

realizada no mesmo dia em intervalos de 3 horas.

Foram adicionados 8 uL de solugdes de ACYS de concentracdes 69, 84 e
114 mg L' do extrato de uva e 202; 247 e 336 mg L' do extrato de jabuticaba
preparadas diretamente em pH 1 a partir de solugdes estoque de concentragdes 121
mg L' (extrato de uva) e 358 mg L' (extrato de jabuticaba) em um conjunto de cinco
zonas reacionais nos PPAD. Deixaram-se secar a temperatura ambiente e, em
seguida, as imagens digitais foram obtidas em scanner com qualidade de 400 dpi
para célculo das concentracdes experimentais (Ce) a partir das equacgdes das retas
das curvas analiticas construidas no parametro de linearidade.

3.11.3 Exatidao

Para avaliar a exatidao dos resultados de quantificacdo de ACYS obtidos
a partir da intensidade de cor em uPAD em relagédo aos resultados do método oficial,

foram realizados dois ensaios.

No primeiro ensaio, 8 puL de solu¢des de ACYS descritas na Tabela 4
foram adicionadas em colunas distintas nos uPAD, que foram deixados para secar a
temperatura ambiente, seguindo-se a obtencdo de imagens digitais com resolucéo
de 400 dpi em scanner. Isso foi realizado em 5 replicatas. As mesmas solugdes
tiverem suas absorbancias em 520 nm (As20) medidas em triplicata em cubetas de
quartzo com 1 cm de caminho 6éptico, utilizando-se 4gua destilada como branco.
Buscava-se correlacionar os valores da componente G a partir de imagens dos
HUPAD com os valores de absorbancia.
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No segundo ensaio de exatidao, utilizaram-se as curvas analiticas obtidas
no parametro de linearidade (subitem 3.11.1) para obter as Ce de solucdes de ACYS
do extrato de uva de concentragoes 64; 84 e 114 mg L' e de solucdes de ACYS do
extrato de jabuticaba de concentragdes 202; 247 e 336 mg L™, a partir das equagdes

das retas geradas para os ensaios de linearidade com os dois extratos.

3.11.4 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Para determinar o limite de deteccdo do método desenvolvido foram
adicionados 8 pL de solucdes de ACYS do extirato de uva e jabuticaba de
concentragoes 60; 30; 15; 7,5 e 3,7 mg L' preparadas diretamente em pH 1. Em
seguida, deixaram-se a temperatura ambiente e, por detecc¢édo visual dos uPAD e
de imagens digitais dos mesmos, avaliaram-se as cores resultantes nas zonas
reacionais, que foi inspecionada por 4 voluntarios, membros do GPQUAE. O limite
de quantificacao foi determinado pelas curvas analiticas construidas no parametro

de linearidade.
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4.1 Avaliacao dos pPAD impregnados com reagentes

Para avaliar as fibras do papel cromatografico utilizado para confeccionar
os UPAD apoés adicdo de solugdo de pH 1 e de solugdes de ACYS, foram obtidas
imagens por MEV do papel, do papel impregnado com solugcéo de pH 1 e do papel
impregnado com solucdo de pH 1 e solugcbes de ACYS de uva e jabuticaba de

concentragdes 60 e 260 mg L', nesta ordem.

A Figura 15 traz a morfologia do papel cromatografico Whatman n? 1,
sendo que as areas mais escuras evidenciam poros circulares profundos presentes
na estrutura fibrosa superficial. Ele foi selecionado para a confecgao dos pPAD
devido a seu alto grau de porosidade com didmetro de 15 mm e uniformidade de
distribuicdo e tamanho das fibras, além da resisténcia as solugdes utilizadas. Na
imagem da superficie do papel impregnado com solugcao de pH 1 é possivel notar
que houve um ligeiro distanciamento das fibras, indicado pelo aparecimento de mais
areas escuras relacionadas com o0s poros existentes sob a estrutura fibrosa
superficial, sem terem sido notados indicios de rompimento. Imagens morfologicas
do papel obtidas pela adicdo de solugdes de ACYS de uva e jabuticaba nos pPAD
previamente impregnados com solu¢cdo de pH 1 foram similares a imagem da

superficie do papel contendo apenas solucao de pH 1.

Estes resultados sugerem que a estrutura fibrosa do papel cromatografico
Whatman n® 1 ndo sofreu rompimento apds adicdo de solucdo de pH 1 e de
solucbes de ACYS, o que indica sua utilizagdo como suporte reacional para
confeccao dos UPAD visando quantificacdo de ACYS.
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Figura 15: Imagens obtidas por MEV do papel cromatografico Whatman n? 1 e do papel
cromatografico impregnado com solugdo de pH 1 e com solugdes de ACYS de uva (60 mg L") e
jabuticaba (260 mg L"). Condig¢des: cobertura de ouro, feixe de elétrons de 10 keV e formagao de
imagens por elétrons secundarios (SEI) com ampliagcdo de 50 e 200 vezes.

4.2 Quantificacao dos extratos

De acordo com os espectros eletrbnicos apresentado na Figura 16,
solugdes de ACYS preparadas em pH 1 a partir de dissolugdo do extrato seco de
uva e jabuticaba tém absorcédo intensa entre 450 e 550 nm, como indicado por
Harbone (1967). Os valores de absorbancia obtidos em 520 nm, como indica o
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método oficial, foram 0,989 e 0,409 para jabuticaba e uva, respectivamente
utilizando cubeta de quartzo com 1 cm de caminho éptico.

1.2

) — jabuticaba
104 —uva

0,8
0.6
0.4-

0,2 -

0,0 T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650
A (nm)

Figura 16: Espectros eletronicos de solugdes de ACYS de uva (83 mg L") e jabuticaba (216 mg L)
em pH 1, utilizando agua destilada como branco.

O teor de ACYS em frutas € influenciado por variaveis tais como clima,
tipo de solo e grau de amadurecimento, além disso a concentracao pode ser afetada
pelo processo de extragdo utilizado para o corante. Na literatura, existem varios
estudos de ACYS em frutas (MALACRIDA e MOTTA, 2006; PRIOR et al, 1998;
TERCI, 2004), sendo geralmente empregados solventes polares como metanol,
etanol ou a4gua para extracao. A despeito da composicdo dos extratos, o método
oficial para quantificar ACYS utiliza como padrao a cianidina-3-glicosideo, que é a

mais comum em frutas roxas.

A Equacao 1 foi empregada no calculo da concentracdo de ACYS totais
expressa em termos de cianidina-3-glicosideo com medidas de absorbancia em 520
e 700 nm realizadas em triplicata.

_ AXMM xDFX103
mg L™t £ xb

C Equacéo 1

onde: C = concentragdo de ACYS em mg L'; A = (As20 nm - A700 nm)pH 1 - (As520 nm - A700 nm)pH 4,5
MM =449,2 g mol' (massa molecular da cianidina-3-glicosideo); DF = 15 (fator de diluicdo);
€ = 26.900 L mol' cm-! (absortividade molar da cianidina-3-glicosideo em pH 1 aquoso); 102 (fator de
conversao de g para mg) e b = caminho 6ptico em cm.
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A Tabela 5 traz as concentracdes de ACYS dos extratos utilizados neste
trabalho, obtidas pelo método oficial (LEE; DURST e WROLSTAD, 2005).

Tabela 5: Concentragao de ACYS nos extratos secos.

Fruta Concentracdo (mg L)
uva 83+2
jabuticaba 216 +3

4.3 Identificacao de ACYS nos uPAD

Buscou-se avaliar por observagao visual as diferentes colorag¢des exibidas
pelas solu¢cdes de ACYS dos extratos de uva e jabuticaba com solugées de pH
variando de 1 a 14 impregnadas nos YPAD. Este foi um teste importante para
garantir a especificidade e aplicabilidade do método desenvolvido para fins
qualitativos.

Em diferentes valores de pH, YPAD contendo solugées de ACYS
assumiram coloragdes distintas, mas se verificou que as cores ficaram mais
definidas aproximadamente 1 min apds a aplicacdo nos PPAD, provavelmente
devido a melhor adsorcao das solucoes de ACYS nas fibras do papel, favorecendo a
interagcdo com a solugcdo de pH para formar as diferentes estruturas de ACYS
responsaveis pelo aparecimento das cores distintas nos uPAD.

Neste teste, foi possivel constatar visualmente que o perfil de cores de
ACYS dos extratos de uva e jabuticaba sao similares, com ligeiras diferencas no
intervalo de pH de 7 a 10, conforme pode ser observado na Figura 17. Estas
diferencas sdo fundamentadas por varios trabalhos, demonstrando que a variacao
de cor depende da quantidade e do tipo de ACYS presentes em cada fruta (LOPES
et al, 2012; FAVARO, 2008).
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IDENTIFICACAO

ACYS uva 92 mg L' ACYS jabuticaba 204 mg L'
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Figura 17: uPAD usado para avaliar a especificidade do método para confirmar a presenga de ACYS.
O ensaio foi realizado com solugdo de ACYS 92 mg L' do extrato de uva e 204 mg L' do extrato de
jabuticaba. As linhas correspondem as solucées de pH de 1 a 14, as colunas correspondem as
solucbes de ACYS e R indica o teste de reversibilidade.

Os ensaios de reversibilidade dos equilibrios quimicos envolvidos nas
reacoes de ACYS com HCI e NaOH 2 mol L' trouxeram informagdes importantes
que corroboram para sua identificacao nos uPAD. Este ensaio foi realizado em uma
coluna distinta dos mesmos dispositivos microfluidicos utilizados no teste de
identificagdo. Quando solucdo de ACYS era adicionada nas zonas reacionais
impregnadas com solugao de HCI, adquiriram tonalidades que variavam entre rosa e
vermelho. Apos adigdo da solucdo de NaOH nessa mesma zona reacional entdo
contendo também solucdo de ACYS em meio acido, observava-se uma alteracao de
cor até verde. Neste ponto, a adicdo de HCI novamente fazia com que a coloracéo
retornasse para o vermelho inicial; isso se repetia nos 3 ciclos de adi¢cbes testados.
Esta propriedade foi observada para os dois extratos de ACYS e serviram para

confirmar a presenca e a sensibilidade do pigmento sob efeito de pH.

4.4 Quantificacao de ACYS nos puPAD com analise digital de imagens

Os resultados apresentados a seguir referem-se aos procedimentos
experimentais visando encontrar melhores condicbes para quantificar ACYS
empregando o programa GIMP 2.8 para converter as intensidades de cor no sistema

RGB e avaliando as imagens pela variacao da resolucéo de digitalizacao.
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4.4.1 Avaliacao das componentes do sistema RGB

No scanner, a intensidade de radiagdo incidente no papel é constante e
controlada pela fonte de iluminagdo do equipamento em relagdo ao tablet e
smartphone testados. A intensidade de radiagéo refletida é variavel, considerando-
se que espacos em branco refletem mais luz do que areas escuras e/ou coloridas.
Sendo assim, uma mancha de solugdo de ACYS diluida adicionada no pPAD é
menos colorida e, ao ser digitalizada, gera valores mais proximos de 255 (branco) no
sistema RGB. Por outro lado, uma solugdo mais concentrada forma uma mancha
mais colorida e gera valores mais baixos. Como h& relagdo inversamente
proporcional dos valores dessas componentes com a concentracao de ACYS, este
procedimento simples de digitalizagdo das imagens fundamentou a proposta de
quantificar ACYS com o uso de dispositivos remotos para aquisicdo de imagens
digitais e um programa livre de tratamento de imagem para obter dados numéricos

no sistema RGB, como alternativa ao método espectrofotométrico.

As intensidades de cores no sistema RGB (lx, onde x = R, G ou B) obtidas
com solugdes de ACYS do extrato de jabuticaba nos uPAD forneceram valores mais
baixos em comparagcdo com o extrato de uva. Isso esta relacionado com o teor de
ACYS que é mais elevado na jabuticaba, corroborando com os resultados de
quantificacdo de ACYS desses extratos pelo método oficial (subitem 4.2), ou seja,
solugdes de ACYS mais concentradas formam manchas avermelhadas intensas nas
zonas reacionais dos UPAD impregnados com solucédo de pH 1, correspondendo a
valores mais baixos para a componente G, que é cor complementar. A Figura 18
ilustra os dados dessas relagdes que sao diretamente proporcionais aos valores
de -Ix. Portanto, relacionando -G com a concentracdo de ACYS (C) obtém-se
relacdo diretamente proporcional. Para as componentes R e B os valores variam
muito pouco e sao préoximos de 255, sendo inadequado utiliza-las em relagdes
quantitativas com C.
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Figura 18: Relacdo entre -lx, com a concentracdo de ACYS em mg L': (a) solugdes de ACYS (20 a
100 mg L") do extrato de uva e (b) solugdes de ACYS (65 a 325 mg L") do extrato de jabuticaba.
Procedimentos com 5 replicatas. x = R, G ou B.

Avaliando cada componente individualmente, verificou-se que ha
proporcionalidade das intensidades de cor com a concentracdo de ACYS dos dois
extratos de frutas. No entanto, os resultados obtidos para a componente G foram
mais correlacionados com coeficiente de determinagéo (r?) iguais a 0,9846 e 0,9445
para solugbes de ACYS de jabuticaba e uva, respectivamente. Isto sugeriu a escolha
da componente G para calculos de concentracdo de ACYS a partir de imagens
digitais de uPAD. Portanto, as intensidades de cor para as analises de imagens dos
UPAD visando a quantificacdo de ACYS foram referentes a esta componente.

4.4.2 Aquisicao das imagens digitais

Era importante escolher a resolugdo para obtencdo das imagens dos
HUPAD pelo scanner na faixa de trabalho do equipamento (50 a 19.200 dpi), pois isso
poderia afetar os resultados obtidos. Para isso, foram avaliadas imagens digitais
obtidas com 200; 400; 600 e 800 dpi.

A escolha de 200 dpi como qualidade minima foi indicada como padréao
pelo programa de operacdo do equipamento e gerava arquivos de 0,4 MB em 20 s.
Arquivos com 600 dpi eram obtidos em 53 s e tinham em média 4 MB. Ja com 800
dpi, os arquivos gerados superavam 7 MB para serem adquiridos. Considerando que
medidas espectrofotométricas sao rapidas, considerou-se pouco adequado a
velocidade de obtencdao de imagens com 800 dpi que leva cerca de 2 min
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e buscou-se comparar valores de intensidades de cor obtidos pela componente G a
partir de imagens adquiridas com 200,400 e 600 dpi.

A Figura 19 traz imagens de PPAD com solucbes de ACYS de
concentragdes entre 20 a 100 mg L' do extrato de uva e 65 a 325 mg L' do extrato
de jabuticaba com diferentes resolugdes. Notam-se visualmente diferengcas nas

imagens obtidas com 200 dpi em relacao as imagens com 400 e 600 dpi.

ACYS uva (mg L)

S
9,9,9,9,9
e
I
0.0.9.9

Figura 19: Imagens digitais dos uPAD impregnados com solugéo de pH 1 e solugbes de ACYS dos
extratos de uva (20 a 100 mg L") e jabuticaba (65 a 325 mg L") adquiridas com 200, 400 e 600 dpi.

Para avaliar se existiram diferencas significativas nos valores da
componente G obtidos pela digitalizacao de imagens com 200 e 400 dpi e com 200 e
600 dpi, foi aplicado o teste t para diferengca nas médias, a partir do calculo de t pela
Equacéo 2 (SKOOG et al, 2006).
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t= —— Equacao 2

onde: t = valor para o teste t; & = média dos valores da componente G; Scomb = desvio padrio
combinado; n = nimero de replicatas; j para dados obtidos com 200 dpi e | para dados obtidos com
400 ou 600 dpi.

Os resultados encontrados mostraram que todos os valores de tcalculado
sdo menores que o valor de teitco = 2,780 como aparece nas Tabelas 6 e 7.
Portanto, ndo ha diferenca significativa para um nivel de confianca de 95 % e as trés

resolugdes forneceram resultados estatisticamente iguais.

Tabela 6: Comparagao de médias de G de solugdes de ACYS de extratos de uva e jabuticaba, a
partir de 5 replicatas de imagens obtidas com resolucdo de 200 e 400 dpi aplicando-se teste t com 95
% de confianga.

Concentracdao Resolucao 200 dpi Resolucao 400 dpi  Teste t (NC = 95 %)

Fruta (mg L1) G s? G2 s? Scomb  lcalculado teritico
20 249,8 0,04 250,0 0,03 0,2 1,758
40 228 1 226 1 4 0,588
uva 60 210 0,3 213 1 2 2,456
80 205 1 212 1 4 2,344

100 196 0,9 195,9 0,09 4 0,224 5780

65 230 1 223 0,8 4 2,700 ’

130 203 0,7 203,2 0,08 3 0,117
jabuticaba 195 195 0,6 196 0,3 3 0,302
230 188 0,3 184 0,5 1 0,004
325 180 2 167 2 9 2,451

Tabela 7: Comparagao de médias de G de solugdes de ACYS de extratos de uva e jabuticaba, a
partir de 5 replicatas de imagens obtidas com resolucdo de 200 e 600 dpi aplicando-se teste t com 95
% de confianca.

Concentracdo Resolucédo 200 dpi Resolucao 600 dpi Teste T (NC = 95 %)

Fruta (mg L-1) G1 s? GS s? Scomb  tcalculado  teritico
20 250 0,5 251 0,1 0,2 1,140
40 228 0,7 223 0,4 3 2,758
uva 60 210 0,4 213 0,9 2 2,531
80 205 0,5 207 0,1 2 1,612
100 196 0,2 195 0,1 0,9 2,421 5780
65 230 0,8 224 0,8 4 2,706
130 203 0,7 203 0,2 3 0,057
jabuticaba 195 195 0,6 192 0,3 3 2,045
230 188 1 180 0,8 4 2,752

325 180 3 161 3 12 2,483
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Os arquivos de imagens gerados com 400 dpi (1,8 MB) sdo maiores que
0s arquivos gerados com 200 dpi (0,4 MB), mas s&o menores que 0S arquivos com
600 dpi (4 MB). Por outro lado, com 400 dpi € possivel notar diferengas visuais nos
UPAD, que ndo foram detectadas nas imagens com 200 dpi. Considerando-se que o
aumento no tamanho do arquivo gerado ndo é critico com rapido processamento
para obtencdo das imagens, optou-se por essa resolugcdo para o prosseguimento
dos trabalhos, ja que é a minima que possibilita a avaliagdo visual dos uPAD em
abordagem qualitativa, sem comprometer qualidade de resultados quantitativos nem
o tempo de aquisicao de dados.

4.5 Estabilidade de pyPAD e formas de obtencao de imagens

Na avaliacdo das intensidades de cor em imagens digitais de pPAD
obtidas com scanner de mesa e cameras de tablet e smartphone, foi possivel notar
diferencas nos valores da componente G. As qualidades das imagens digitais
obtidas com cameras de tablet e smartphone foram inferiores as imagens adquiridas
com scanner. Isso é justificado pela resolucdo dos dispositivos de captura de
imagem e, principalmente, pela incidéncia de luz externa, no caso das cameras de

tablet e smartphone.

No scanner, a digitalizacdo é realizada a partir de imagem gerada pela
prépria fonte de luz do equipamento, que varre o objeto a ter a imagem digitalizada
de forma linear, com medida da quantidade de luz refletida em cada ponto. Por outro
lado, a captura de imagens digitais com cameras de tablet e smartphone foi feita a
15 cm de distancia dos pPAD, sofrendo influéncia de iluminacao externa, o que
geraram valores mais baixos para a componente G, conforme ilustram as Figuras 20
a 22 com dados obtidos nas 3 condigbes de armazenamento: temperatura ambiente
e protegidos da luz, temperatura ambiente e expostos a luz de ambiente interno e
temperatura de 5 °C e protegidos da luz. Portanto, o scanner forneceu imagens mais
adequadas para avaliagdo das intensidades de cor em relacdo as imagens obtidas
com cameras do tablet e do smartphone utilizados.
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Figura 20: Relagao entre intensidades de cor da componente G de imagens de uPAD impregnados
com solucdo de pH 1 e solugdes de ACYS de uva (60 mg L") e jabuticaba (195 mg L") durante 4
meses. Imagens obtidas com scanner de mesa e cameras de tablet e smartphone. Experimento com
5 replicatas e uPAD mantidos a temperatura ambiente e protegidos da luz.
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Figura 21: Relagao entre intensidades de cor da componente G de imagens de uPAD impregnados
com solucdo de pH 1 e solugdes de ACYS de uva (60 mg L") e jabuticaba (195 mg L") durante 4
meses. Imagens obtidas com scanner de mesa e cameras de tablet e smartphone. Experimento com
5 replicatas e uPAD mantidos a temperatura ambiente e expostos a luz de ambiente interno.
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Figura 22: Relagao entre intensidades de cor da componente G de imagens de pPAD impregnados
com solugdo de pH 1 e solugdes de ACYS de uva (60 mg L") e jabuticaba (195 mg L") durante 4
meses. Imagens obtidas com scanner de mesa e cdmeras de tablet e smartphone. Experimento com
5 replicatas e pPAD mantidos a temperatura de 5 °C e protegidos da luz.
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As diferentes condicbes de armazenamento dos pPAD ndo mostraram
influéncia visualmente detectavel nas intensidades de cor. No entanto, ao longo do
periodo de monitoramento, os valores da componente G aumentaram
discretamente. Esses resultados indicam que, no periodo de 4 meses, houve ligeiro
comprometimento dos uPAD impregnados com solucao de pH 1 devido a reducéo
da tonalidade das manchas nas zonas reacionais dos dispositivos, que apds

conversao em dados da componente G, geraram valores mais altos.

4.6 Avaliacao de desempenho do método

Os resultados a seguir referem-se a avaliacao de alguns parametros por
meio de testes laboratoriais visando a validagdo do método desenvolvido no
presente trabalho para quantificacdo de ACYS em pPAD a partir de tratamento de
imagem digital com determinacgao de intensidades de cor por meio de dados gerados
pela componente G do sistema RGB. Todas as imagens digitais obtidas para cada
parametro foram adquiridas empregando scanner de mesa com qualidade de 400
dpi. O método foi validado com andlise dos parametros linearidade, preciséo,
exatidao, limite de deteccéo e limite de quantificacdo de acordo com a resolugao 899
de 2003 para a Validacao de Métodos Analiticos e Bioanaliticos da ANVISA e com a
Orientagéo sobre Validagdo de Métodos Analiticos de 2010 do INMETRO.

4.6.1 Linearidade

As intensidades de cor geradas pela componente G variaram linearmente
com C na faixa estudada para extratos de uva (61 a 121 mg L") e jabuticaba (179 a
358 mg L") com desvio padrao relativo (DPR) para todas as medidas inferiores a
1 %. A Tabela 8 contém informacdes sobre a curva analitica construida e de outros

parametros estatisticos.
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Tabela 8: Informagbes da curva analitica e parametros estatisticos obtidos a partir de dados da
componente G de imagens com 400 dpi de uPAD com solugdes de ACYS de uva (61 a 121 mgL') e
jabuticaba (179 a 358 mg L") em 5 replicatas.

ACYS uva (mg L") ACYS jabuticaba (mg L)
61 76 91 106 121 179 224 269 313 358
G 228 222 212 208 199 183 172 165 154 148
desvio padrao 0,6 0,7 0,7 1 0,6 1 1 1 1 0,9
variancia 0,4 0,5 0,4 2 0,4 2 2 2 1 0,8
DPR (%) 0,3 0,3 0,3 0,7 0,3 0,7 0,7 0,9 0,8 0,6

*desvio padrao relativo.

O teor de ACYS é mais elevado em solugdes mais coloridas. Somente por
inspecao visual dos UPAD é possivel verificar que solu¢cdes de ACYS do extrato de
jabuticaba tém maior quantidade de pigmento antociénico devido a formacéo de
manchas avermelhadas mais intensas nas zonas reacionais, as quais, apos
tratamento computacional da imagem, geram valores mais baixos para a
componente G, por essa razdo associada em valor negativo para gerar relagdes
crescentes com a concentragdo. A Figura 23 mostra as imagens digitais de puPAD
usadas para avaliagido da linearidade. Neste estudo, os valores de r?2 encontrados
foram 0,9899 e 0,9892 para solucoes de ACYS dos extratos de uva e jabuticaba,
respectivamente, conforme ilustrado na Figura 24.

LINEARIDADE

Concentracdomg L'

uva jabuticaba

Figura 23: Imagens digitais dos uPAD obtidas com qualidade de 400 dpi utilizada no ensaio de
avaliagéo da linearidade.
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Figura 24: Relacao entre valores de -G obtidas de imagens digitais com qualidade de 400 dpi do
método de pPAD e C em mg L' de solugdes de ACYS de uva (61 a 121 mg L") e jabuticaba (179 a
358 mg L) realizadas em 5 replicata.

Optou-se pela comparacdo dos valores de Ce obtidos a partir da
componente G pelas Equacbes 4 e 5 (subitem 4.6.2) com os valores de
concentragbes de referéncia (Cref) obtidos pelo método oficial para avaliar a
sensibilidade do método de uPAD. A Figura 25 mostra essas relacdes indicando que
os dois métodos apresentam sensibilidades analiticas similares na faixa de trabalho
estudada para solugdes de ACYS dos extratos de uva (61 a 121 mg L) e jabuticaba
(179 a 358 mg L"), j& que os valores obtidos para as inclinagdes das retas foram
0,97 para os conjuntos de dados.
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Figura 25: Relagdo entre Ce € Cret (Mg L") de solugdes de ACYS de uva (61 a 121 mg L") e
jabuticaba (179 a 358 mg L™"). Procedimento com 5 replicatas.
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4.6.2 Precisao

As Ce foram calculadas pelas equagbes das retas das curvas analiticas

obtidas no parametro de linearidade para os dois extratos (Equagdes 3 e 4).

Gua = —258 + 0,5 X C, Equacéo 3

Gjabuticaba = — 216 + 0,2 X C¢ Equacao 4

onde: G = média de cinco valores determinados para a componente G e Ce = concentracao
experimental em mg L.

Ha concordancia dos valores de Ce de solu¢des de ACYS dos extratos de
uva e jabuticaba obtidos com medidas realizadas no mesmo dia com intervalo de
trés horas cada (repetibilidade). A Figura 26 traz a imagem dos pPAD obtida com

400 dpi utilizada na avaliagao da precisao.

REPETIBILIDADE
uva concentracao mg L’ jabuticaba concentragao mg L’
intervalo 1 intervalo 2 intervalo 3 intervalo 1 intervalo 2 intervalo 3

61 | 91 179 | 269 | 358 179 | 269 | 358
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Figura 26: Imagens digitais dos pPAD obtidas com qualidade de 400 dpi utilizada no ensaio de
avaliacdo da precisao.

N&o foi encontrado na literatura estudo colorimétrico de ACYS em pPAD
associado com tratamento de imagem digital. As Tabelas 9 e 10 mostram que o
DPR para todos os conjuntos de medidas deste trabalho foi menor que 4 %. Estes
resultados indicam que o método desenvolvido é preciso e esta de acordo com os
critérios de aceitacdo definidos pela resolucdo 899 de 2003 da ANVISA que nédo
admite DPR maiores que 5%.
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Tabela 9: Avaliagao da precisdo das concentragbes médias calculadas com dados da componente G
de imagens em 400 dpi de pPAD com solugdes de ACYS de uva (61 a 121 mg L") em pH 1 com
intervalos de 3 horas em 5 replicatas.

Solugédo ACYS de uva (mg L)

Precisao

Intervalo 1 Intervalo 2 Intervalo 3
64 84 114 64 84 114 64 84 114
Ce 67 88 112 67 85 110 65 85 113
desvio padrao 2 2 4 2 1 0,9 2 3 2
variancia 5 3 14 5 2 0,8 3 7 3
DPR’ 3 2 3 3 2 0,8 3 3 1

*desvio padrao relativo.

Tabela 10: Avaliagdo da precisdo das concentragbes médias calculadas com dados da componente
G de imagens em 400 dpi de uPAD com solucdes de ACYS de jabuticaba (179 a 358 mg L") em pH 1
com intervalos de 3 horas em 5 replicatas.

Solucao ACYS de jabuticaba (mg L)

Precisao

Intervalo 1 Intervalo 2 Intervalo 3
202 247 336 202 247 336 202 247 336
Ce 177 243 332 172 243 331 205 247 335
desvio padrao 1 3 4 5 4 3 2 3 2
variancia 2 8 15 28 17 6 4 10 6
DPR’ 0,8 1 1 3 2 0,7 1 1 0,7

*desvio padrao relativo.

4.6.3 Exatidao

Buscou-se encontrar correlagdes de dados do método desenvolvido com
medidas espectrofotométricas, tendo sido escolhidos valores de G correspondentes
a trés concentragdes distintas de cada extrato dentro da faixa de trabalho (69, 84 e
114 mg L' para o extrato de uva e 202, 247 e 336 mg L' para o extrato de
jabuticaba). Em seguida, encontrou-se a correlacdo desses valores (Guva € Giabuticaba)

com As2o das respectivas solucdes, indicados pelas Equacdes 5 e 6.

Guva = - 253 + 112 Aszo Equacao 5

Gijabuticaba = - 218 + 55 As20 Equacao 6
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onde: G € média de 5 valores da componente G e As20 € média de 3 leituras de absorbancia medida
em 520 nm.

Ap6s o célculo de As2, as concentragbes das solugcdes foram
recalculadas pela Equacéo 1.

A exatidao (E) foi avaliada pela tendéncia entre Ce obtidas pelo método
desenvolvido e Cret obtida pelo método oficial, indicada na Equagéo 7. Valores de E
mais préximos de 100 % indicam maior exatiddo do método desenvolvido (LPAD)

em relacao ao método oficial.

Ce
Cref

E (%) = x 100 Equacéo 7

onde: E = exatiddo; Ce = concentracdo experimental em mg L' e Cref = concentracdo de referéncia
em mg L.

De acordo com a resolugdo 899 de 2003 da ANVISA, a tendéncia que
avalia a exatiddo deve estar inserida no intervalo de 100 % + 2 % para cada
concentragdo. No ensaio 1, buscava-se verificar a adequagédo de um procedimento
mais simples, comparando-se valores individuais, e, como era esperado, a exatidao
foi comprometida para todas as solucées de ACYS de jabuticaba e uma solugcéo de
ACYS de uva, conforme indicam os resultados da Tabela 11, que ficaram abaixo do
intervalo recomendavel pela ANVISA.

Tabela 11: Parametros estatisticos do primeiro ensaio de exatiddo com resultados gerados pela
componente G de 5 replicatas de imagens de yPAD em 400 dpi de solugbes de ACYS de extrato de
uva (61 a 121 mg L) e jabuticaba (179 a 358 mg L") em pH 1 e triplicatas de medidas
espectrofotométricas em 520 nm dessas solucoes.

Ensaio 1
Solugao ACYS uva Solucao ACYS jabuticaba
-G A520 Ce Cref -G A520 Ce Cref
(mgL7") (mgL") E(%) (mgL") (mgL') E(%)
-225 0,3 62 69 91 -175 0,8 196 202 97
-216 0,3 83 84 99 -167 0,9 232 247 94
-202 0,5 114 114 100 -149 1 314 336 94

No ensaio 2, a concentracdo experimental foi obtida a partir de curvas
analiticas para os dois extratos e a tendéncia da maior parte dos resultados obtidos
pelo método desenvolvido atende o intervalo recomendavel pela ANVISA para todas
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as concentracdes avaliadas dos dois extratos, exceto uma solugcdo de ACYS do
extrato de uva de concentracdo 69 mg L', conforme indicado na Tabela 12.

Tabela 12: Pardmetros estatisticos do segundo ensaio de exatiddo com resultados gerados pela
componente G de 5 replicatas de imagens de yPAD em 400 dpi de solugbes de ACYS de extrato de
uva (61 a 121 mg L") e jabuticaba (179 a 358 mg L-') em pH 1.

Ensaio 2
Solugao ACYS uva Solucao ACYS jabuticaba
Ce Cret Ce Cret
(mg L") (mg L") E(%) (mglL") (mg L") E (%)
67 69 97 205 202 101
85 84 101 247 247 100
113 114 99 335 336 100

Estes resultados apontam a adequacédo do uso da componente G para
estabelecer proposta de quantificacdo de ACYS a partir de conversao digital de
imagens de pPPAD, dispensando equipamentos de laboratério para obter
concentracdes de ACYS em amostras de frutas.

4.6.4 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Apoés analise visual das intensidades de cor resultantes da reagéo entre
ACYS de uva e jabuticaba com solu¢ao de pH 1 nos uPAD e das imagens digitais
dos mesmos, realizadas por 4 analistas, o limite de deteccdo determinado foi 30
mg L', pois foi a menor concentragdo que foi possivel ser percebida a olho nu. A
Figura 27 traz imagens digitais dos uPAD obtidas com 400 dpi para avaliacdo do
limite de deteccao de solugdes de ACYS dos dois extratos de frutas.

Para determinagédo do limite de quantificagdo, foram usadas as curvas
analiticas construidas no parametro de linearidade e aplicada a Equacéo 8.

10 xDP

LQ = Equacao 8

onde: LQ = limite de quantificagdo; DP = desvio padrdo do intercepto com o eixo Y e | = inclinagéo da
curva de calibragéo.
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LIMITE DE DETEC(;AO
uva concentragédo mg L' jabuticaba concentragdo mg L

Figura 27: Imagens digitais dos pPAD obtidas com qualidade de 400 dpi utilizada no ensaio de
avaliagédo da exatiddo.

Os limites de quantificacdo definidos em imagens de pPAD obtidas com
400 dpi para solucdo de ACYS de uva e jabuticaba na faixa de concentragdo de
trabalho e nas condigdes experimentais foram 46 e 154 mg L™, respectivamente.
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A integridade do papel utilizado na confeccdo dos pPAD, indicada pelas
imagens obtidas por MEV, apontaram que o papel cromatografico Whatman n® 1 é
adequado para a fabricagdo desses dispositivos, pois a adicdo dos reagentes nao
levou a degradagdo nem a ruptura das fibras, apesar do ligeiro distanciamento
observado ap6s adicdo de solucoes de pH 1 e de ACYS dos extratos de uva e
jabuticaba. Isto demonstra que esses YUPAD podem ser utilizados como suporte

reacional visando quantificacdo de ACYS.

Os ensaios de identificacdo de ACYS nos uPAD com solucdes de pH
variando de 1 a 14 e os ensaios de reversibilidade dos equilibrios quimicos
envolvidos nas reagdes entre o pigmento com solugdes de HCl e NaOH 2 mol L'
confirmaram a presencga e a sensibilidade de ACYS ao efeito de alteracdes de pH.
Estes resultados apontaram aplicabilidade da proposta com pPAD para fins

qualitativos.

As imagens digitais dos uUPAD foram convertidas em dados de
intensidades de cor no sistema RGB empregando o programa GIMP 2.8, que € de
uso livre e bastante difundido. Os valores negativos de intensidade de cor no
sistema RGB sao relacionadas com a concentracdo de ACYS e os resultados
indicaram que a componente G é mais adequada para relagbes quantitativas porque

teve variacao linear mais sensivel.

A melhor resolucao para aquisicao das imagens digitais dos yPAD foi 400
dpi, pois permitiu notar diferencas visuais nos uPAD, que ndo foram detectadas nas
imagens de 200 dpi, além de gerar arquivos de 1,8 MB com tempo de aquisi¢cao da

ordem do tempo para medidas espectrofotométricas.

O scanner forneceu imagens mais adequadas para avaliacdo das
intensidades de cor em relacdo as imagens obtidas com as cameras dos tablet e
smartphone testados. Em relacdo as diferentes condi¢cdes de armazenamento dos
UPAD, ndo foi notado efeito sobre as intensidades de cor, mas que, no decorrer de 4
meses que constituiram o periodo de monitoramento, tiveram discreta tendéncia de

aumento nos valores da componente G.

Testes para avaliacdo de desempenho do método desenvolvido foram

realizados a partir das imagens digitais obtidas em scanner dos yPAD com 400 dpi.
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Na avaliacdo da linearidade, notou-se que a componente G tem relacao linear com a
concentracdo de ACYS na faixa de estudo: extrato de uva (61 a 121 mg L") e
extrato de jabuticaba (179 a 358 mg L'). Na avaliacdo da repetibilidade, foram
obtidos DPR inferiores a 4 %, 0 que esta de acordo com os critérios de aceitacdo
definidos pela ANVISA (DPR < 5%). Nos ensaios de exatiddo, a tendéncia dos
resultados obtidos pelo método desenvolvido atende a recomendagédo da ANVISA
(100 * 2 %). A menor concentracdo detectada a olho nu foi 30 mg L', considerada
como limite de deteccdo. Os valores dos limites de quantificagdo encontrados nas
condigcbes de trabalho foram 46 e 154 mg L' de ACYS em extratos de uva e

jabuticaba, respectivamente.

O conjunto de resultados obtidos indicou que PPAD confeccionados
utilizando impressora que usa cera sélida sdo aplicaveis para fins qualitativos e
quantitativos de ACYS. Incluindo equipamentos de baixo custo como scanner de
mesa, tablet e smartphone e tratamento matematico dos dados por um programa de
uso livre, o procedimento pode ser considerado viavel e acessivel, dispensando
medidas espectrofotométricas e com desempenho comparavel.
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Os yPAD estudados visando a identificacdo e quantificagdo de ACYS por
deteccao colorimétrica associados a analise de imagens digitais oferecem vantagens
em relagdo aos métodos espectrofotométricos. Dentre elas, destacam-se baixo
custo de producdo dos pPAD com rapido processo de confeccdo; utilizacdo de
computador, scanner de mesa; cameras de tablet e smartphone para aquisicao de
imagens digitais e quantificagdo baseada na conversédo de intensidades de cor em
dados do sistema RGB empregando programa computacional de uso livre. Tudo isso
mostrou-se adequado para a aplicagao pretendida para os uPAD.

A associacao de YPAD com colorimetria, onde é possivel determinar
intensidades de cor em medidas de reflectancia empregando programa
computacional torna-se uma ferramenta analitica promissora que pode representar
alternativa vantajosa comparavel a medidas espectrofotométricas, viabilizando a
quantificacdo de espécies quimicas com equipamentos mais baratos e disponiveis
que, devido ao desenvolvimento da informética, computadores, tablets, scanners e
smartphones, tornaram-se usuais em instituicbes de pesquisa e ensino como
também em ambientes domésticos. Isto facilita a aplicacdo dos yPAD em campo,
em areas de dificil acesso e em localidades com recursos limitados, além de
representarem opg¢ao de comunicagdo rapida para transmissao digital de

informacdes.

Este tipo de abordagem ja motivou projetos de pesquisa de doutorado,
mestrado, iniciacéo cientifica e iniciacao cientifica do ensino médio (PIBIC-EM), com
MPAD e tratamento matematico de imagens, desenvolvidos por membros do
GPQUAE em projetos que ja foram finalizados e outros que estdo em andamento.

A utilizagdo de pPAD para a reacao colorimétrica entre ACYS e solugdes
de pH conhecido variando de 1 a 14 mostrou resultados promissores que serviram
para confirmar a presenca de ACYS em amostras de frutas utilizando volumes de
reagentes na ordem de microlitros. Apesar da maior parte dos meios reacionais
serem altamente acido (pH = 1), n&o foi notado indicios de rompimento das fibras do
papel, o que facilitou a realizacao da reagéo colorimétrica diretamente nos uyPAD.

Um grande desafio na utilizagdo de pPAD associado com detecgdo

colorimétrica € o modo de adicao de reagentes que vem sendo feito manualmente
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utilizando micropipeta. Isso dificulta a dispersdo homogénea da cor sobre a
superficie da zona reacional, o que influencia diretamente na conversao de dados no
sistema RGB das imagens digitalizadas dos pyPAD. Contudo, estas dificuldades
podem ser superadas por algumas modificagbes no procedimento como a
montagem de um suporte para micropipeta para uniformizar a distancia entre os
MPAD e a micropipeta para que a adicao de reagentes sempre aconteca na mesma

proporgéo de afastamento, por exemplo.

Outro aspecto que pode vir a representar avangos futuros relaciona-se
com o estudo de novos layouts de YPAD para que seja possivel determinar
simultaneamente diversos corantes que podem ser encontrados em frutas com
distinta sensibilidade a alteragbes de pH. Isso pode vir a contribuir para aumentar
possibilidades de exploracdo econémica sustentavel de fontes naturais de corantes
devido a grande biodiversidade de plantas, flores e frutos presentes no Brasil.
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Todos os residuos gerados durante os trabalhos experimentais foram
descartados e/ou tratados corretamente de acordo com as normas da Comissao de
Seguranca do IQ-UNICAMP.

l.  Solugbes acidas e basicas sem ions tdxicos foram descartas na pia
apds neutralizagao.

[I.  Solugdes de ACYS de uva e jabuticaba preparadas em solucdo de pH
1 também tiveram descarte em pia apds neutralizagéo.
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