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RESUMO

O nitrogénio esta presente no organismo humano principalmente como constituinte
das proteinas e &cidos nucleicos. O catabolismo dessas substancias forma
compostos nitrogenados conhecidos como nao—proteicos. Dentre 0s Varios
compostos nitrogenados nao-proteicos conhecidos, o acido Urico e a creatinina
podem ser utilizados como biomarcadores da funcdo renal em humanos. A
creatinina é proveniente da reacdo nao enzimatica de desidratacdo da creatina ou
da desfosforilacdo da fosfocreatina durante o processo de contracdo muscular; sua
concentracdo é utilizada como marcador clinico para avaliar a funcéo renal. O acido
arico é formado a partir do metabolismo das bases purinicas, por ser um composto
pouco soluvel, sua deposicdo nas juntas das extremidades ou em outros tecidos
moles gera o caso clinico conhecido como gota. Dessa forma, a creatinina e o acido
arico sdo constantemente dosados em exames laboratoriais de urina. As
metodologias utilizadas para a dosagem desses dois compostos vao desde o0s
meétodos classicos, até a utilizacdo de HPLC, eletroforese e analise em fluxo, ou
seja, técnicas pouco portateis e algumas de alto custo. Assim, a proposta do
trabalho € o desenvolvimento de dispositivos analiticos microfluidicos em papel
(LPAD) para a determinacdo de creatinina e acido Urico. Foram selecionados os
reagentes cromogénicos para os dois analitos em estudo. Sendo o acido picrico em
meio alcalino o reagente cromogénico para a creatinina e o Fe3* e 1,10-Fenantrolina
para o acido urico. As condi¢cBes experimentais das duas reac¢des foram otimizadas
utilizando o planejamento fatorial do tipo 23 e o planejamento composto central.
Foram otimizados os fatores concentracfes dos reagentes e tempo de aguecimento.
A curva de calibracéo para o acido urico foi repetitiva, com equacao de reta igual a A
= 0,01651 + 0,0003864 Cau, com coeficiente de determinacéo (R?) igual a 0,997,
com limite de deteccédo igual a 16,5 mg L e de quantificacdo igual a 54,9 mg L.
Dos interferentes testados, apenas o acido ascérbico demonstrou ser interferente da
reacdo e pode ser eliminado borbulhando-se O2 na amostra. A curva de calibragéo
para a creatinina apresenta repetibilidade, com equacéo de reta igual a A = -0,02229
+ 0,0004010 Ccrn, com coeficiente de determinacgéo (R?) igual a 0,998, com limite de
deteccdo igual a 15,7 mg L' e de quantificagdo igual a 52,4 mg L%, nédo
apresentando interferentes para a reacdo entre o0s interferentes testados. A
metodologia proposta foi aplicada em trés urinas sintética e quatro urinas naturais.
Os resultados obtidos foram confrontados com uma metodologia cromatografica
descrita na literatura. O teste estatistico de t de Student demonstrou que nao houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos do método proposto e o
comparativo.

Palavras-chave: Acido Grico. Creatinina. Urina. uPAD. Imagem digital.



ABSTRACT

Nitrogen is present in human organism mainly as a nucleic acid and proteins
constituent. The catabolism of these substances forms nitrogen compounds known
as nonproteinaceous. Among the many nonproteinaceous nitrogen compounds, uric
acid and creatinine can be used as biomarkers of renal function in humans.
Creatinine is derived from a non-enzymatic reaction of creatine dehydretion or
dephosphorylation of phosphocreatine in the muscle contraction process; creatinine
concentration is used as clinic marker to evaluate the renal function. Uric acid is
formed from metabolism of purine bases and, by being a slightly soluble compound,
its deposition in the joints of the extremities or other soft tissues creates a case
known as gout. In this way, creatinine and uric acid are constantly dosed in urine
laboratory exams. The methodologies used to determine these two compounds
range from classic methods, to the used of HPLC, electrophoresis and in flow
analysis, in other words, slightly portable techniques and, some of them, very
expensive. Thus, this work proposes the development of microfluidic paper-based
analytical devices (UPAD) to determinate creatinine and uric acid. Chromogenic
reagents were selected for both analytes in study. Picric acid in alkaline medium was
chose for creatinine determination and Fe3* and 1,10-phenantroline were chose for
uric acid. Experimental conditions were optimized for both reactions using 22 factorial
design and a central composite design. The factores optimized were reagents
concentration and time of heating. The analytical curve to uric acid were repetitive,
with a line equation equal to A = 0,01651 + 0,00038764 Cau, with determination
coefficient (R?) equal to 0,997, and limit of detection equal to 16,5 mg L* and limit of
quantification equal to 54,9 mg L. Of the interferents tested, only ascorbic acid was
shown to be interfering the reaction and may be removed by bubbling Oz in the
sample. Calibration curve of creatinine shows itself repetitive with a linear equation
equal to A = -0,02229 + 0,0004010 Ccrn, with linear coefficient (R?) of 0,998; limits of
detection and quantification were, respectively, 15,7 mg L and 52,4 mg L*; and
none of the interferentes tested present interference during the determination. The
proposed method was applied to three artificial urine samples and four natural urine
samples. The obtained results were compared with a chromatographic methodology
already described in literature. Statistic Student t-test shows that there is no
significant difference between the results obtained by the proposed method and the
comparative method.

Keywords: Uric acid. Creatinine. Urine. yPAD. Digital image.
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1 INTRODUCAO
1.1 Rins

O aparelho urinario € constituido por dois rins, dois ureteres, uma bexiga e

uma uretra, como ilustrado na figura 1.

Ureteres

Bexiga

Uretra

Figura 1 — llustragdo do sistema urinario
Fonte: adaptado de KIDNEY..., 2006.

Os rins tém funcdes que podem ser caracterizadas como excretora,

reguladora e enddcrina, sendo responsavel pelos seguintes papeis (SOCIEDADE...,
2015a):

Excrecdo de substancias: atuam como filtros do sangue eliminando

substancias toxicas;

Requlacédo da formacdo dos 0ssos e do sangue: regulam a concentracdo de

calcio e foésforo no sangue e da producdo de uma forma ativa da vitamina D,
fundamental para a regulacdo da formacdo 6ssea e por produzir o hormdnio
eritropoietina que auxilia na maturacdo dos glébulos vermelhos do sangue e
da medula 6ssea,;

Requlacdo da pressdo sanguinea: o controle da concentracdo de sédio e a

guantidade de liquido no corpo que afeta a pressdo sanguinea é funcédo dos
rins, além de secretarem a enzima renina que estimula a producdo do
horménio aldosterona que eleva a presséo sanguinea;

Balanco osmotico: regulam a quantidade de agua e a concentragdo de ions e

substancias no organismo através da filtragem do sangue;

Excrecdo de horménios enddécrinos: além do horménio eritropoietina, as

glandulas suprarrenais liberam outros hormoénios como aldosterona e a
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adrenalina.

A perda das fung¢des dos rins caracteriza a insuficiéncia renal, podendo ser
aguda ou cronica. A insuficiéncia renal aguda é a perda rapida da funcéo renal e que
se mantém por periodos variaveis, o que pode resultar na faléncia renal. Em muitos
casos a diadlise pode reestabelecer as fungBes renais, porém, nem sempre 0
procedimento é eficaz (SOCIEDADE..., 2015b).

A IRC é caracterizada pela perda lenta, progressiva e irreversivel das funcdes
renais. Devido a lentiddo dessa perda, 0 organismo passa por um processo
adaptativo, que pode manter o paciente assintomatico até que cerca de 50% da
funcdo renal tenha sido comprometida. Normalmente € a partir desse ponto que 0s
sintomas se iniciam, sendo 0s sintomas mais comuns: anemia leve, pressao alta,
edema dos olhos e pés e mudanca nos habitos de urinar e do aspecto da urina. As
duas principais causas da IRC sao diabetes e hipertensao, e a terceira maior causa
€ a glomerulonefrite, que é a inflamacédo dos glomérulos, a unidade funcional dos
rins (SOCIEDADE..., 2015b).

E possivel o tratamento do paciente apenas com medicamentos e dieta até
que reste apenas de 10 a 15% da func¢éo renal, quando o funcionamento fica abaixo
desses valores tornasse necessaria a utilizagdo de dialise ou transplante renal
(SOCIEDADE..., 2015b).

O transplante renal € complexo e devido a compatibilidade entre receptor e
doador pode demorar muito tempo, como demonstrado pelo censo de 2013 no qual
a fila de espera é estimada em 31.351 pacientes (SOCIEDADE..., 2013).

A didlise € um procedimento que aumenta a sobrevida de pacientes com
problemas renais, porém, é de alta complexidade, apresenta elevado custo e requer
assisténcia altamente especializada e tecnologia avancada (CHAVES, 2002). O
crescente aumento do nimero de pacientes que se submetem a dialise (figura 2)
indica que a incidéncia da insuficiéncia renal vem aumentando com o passar dos

anos.
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Figura 2 — Nimero de pacientes que se submeteram a didlise em funcéo do ano
Fonte: elaborado pelo autor com os resultados obtidos em SOCIEDADE..., 2013.

Sendo a IRC uma doencga silenciosa, a unica forma de avaliar a funcéo é
através da dosagem de biomarcadores. Dois biomarcadores muito utilizados séo a
creatinina e o0 acido Urico. Sua dosagem em urina pode fornecer informacfes
importantes sobre a funcdo renal, possibilitando o diagndstico precoce o que

aumenta as chances de cura ou retardamento da doenca.
1.2 Compostos nitrogenados presentes na urina

O nitrogénio esta em diversas biomoléculas presentes nos seres humanos. A
maior fracdo do nitrogénio no organismo esta concentrada nas proteinas e acidos
nucléicos. O catabolismo dessas substancias resulta em mais de 15 compostos
nitrogenados conhecidos como nao-proteicos. Esses compostos sdo excretados na
corrente sanguinea e os rins atuam de modo a filtra-los, excretando-os do
organismo. Dessa forma, a urina € rica em metabdlitos ndo-proteicos, como
mostrado na tabela 1 (MOTTA, 2003).

Dentre os metabdlitos nitrogenados nao-proteicos excretados na urina,
destacam-se a creatinina e o acido Urico, que se monitorados podem fornecer
informagdes importantes a respeito do funcionamento dos rins (MOTTA, 2003;
BASTOS, 2009).



Tabela 1 — Metabdlitos nitrogenados na urina**

Metabadlito**

% de nitrogénio

naurina
Aminoacidos <1
Ambdnia 10-20
Ureia 55-90
Creatinina 2-3
Acido Urico 1-15

Fonte: adaptado de Motta (2003)

*Estes compostos compreendem cerca de 90% das substancias ndo-proteicas na urina

1.3 Creatinina
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A creatina pode ser sintetizada através de duas reag¢fes enzimaticas que

ocorrem nos rins, figado e péancreas. Ela é entdo transportada pelo sangue ao

cérebro e células musculares, onde é fosforilada a fosfocreatina. Tanto a creatina

como a fosfocreatina sdo convertidas espontaneamente em creatinina no

metabolismo da contracdo muscular (figura 3).

NH

. . o] V4
Creatina cinase NH
\

—_—

Creatinina

Figura 3 — Converséo de creatina e fosfocreatina em creatinina na contracdo muscular

Fonte: elaborada pelo autor.

A creatinina produzida pelo organismo nao é aproveitada em nenhuma rota

biossintética, sendo apenas um produto da creatina. Dessa forma, a creatinina

difunde-se do musculo para o sangue, o qual é retirado através da filtragdo

glomerular. A quantidade de creatinina que é excretada diariamente é proporcional a

massa muscular e nao é afetada pela dieta, idade, sexo ou atividade fisica e é cerca

de 2% da reserva de creatina do organismo. Mulheres excretam menos creatinina
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devido a menor massa muscular. Os valores de referéncia para creatinina sérica e
urina de 24 horas estdo descritos na tabela 2 (MOTTA, 2003). Para individuos
saudaveis, o volume urinario de 24 horas médio € de 1,2 litros e a massa corporea
de 70 quilos. Assim, os valores de referéncia para mulheres em urina de 24 horas

seria entre 640 e 1170 mg L e para homens entre 815 e 1520 mg L.

Tabela 2 — Valores de referéncia para creatinina sérica e urina de 24 horas

Valores de referéncia para a creatinina
Homem (sérica) 06al12mgdL?
Mulher (sérica) 06allmgdL?
Homem (urina de 24 h) 14 a 26 mg kg* d*
Mulher (urina de 24 h) 11a20 mg kg'd?
Fonte: adaptado de Motta (2003).

A taxa de creatinina excretada € relativamente constante e independente de
metabolismo proteico e fatores externos, sendo assim, é um importante marcador
clinico para a fungcédo renal. Aumento da creatinina sérica e decréscimo na
concentracdo encontrada na urina estao associados com a deterioracdo da funcgéo
renal. Através da determinacdo da creatinina sérica e presente na urina € possivel
determinar a taxa de filtracdo glomerular renal, um importante indicador de disfuncéo
renal. A excrecéo de creatinina pelo organismo é calculada pela equacéo 1:

mL) 1,73
min

Conc. na urina

x vol. urina ( (Equacgao 1)

- X 7 —

Conc. sérica area superficial do corpo
Taxas de excrecdo entre 20 a 40% indicam doenca renal grave, 40 a 60%

insuficiéncia moderada e 60 a 80% disfuncéo leve do nivel normal para creatinina

(NARAYANAN, 1980).

1.3.1 Metodologias para andlise de creatinina

A determinacdo da creatinina em urina ou no sangue € tradicionalmente
realizada através do metodo de Jaffé por ser simples, rapido, barato e de féacil
execucdo. Nesse metodo colorimétrico, o picrato alcalino reage com a creatinina
formando um produto de coloracdo laranja-avermelhada (complexo de Janovsky),
com maximo de absorcdo em 510 nm. Essa reacdo é conhecida por ser inespecifica

para a creatinina, pois muitos compostos podem fornecer resultados superestimados
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ou subestimados, porém, a quantidade desses compostos presentes na urina é
negligenciavel (NARAYANAN, 1980; WANG, 2012). Além da reacdo colorimétrica,
também ¢é utilizada a reacdo enzimatica, na qual a enzima creatinina amidohidrolase
gera H202 como subproduto, que pode ser quantificado (NIEH, 2013). Outras
metodologias analiticas foram desenvolvidas para a andlise de creatinina em soro

sanguineo ou urina e estao descritas na tabela 3.

Tabela 3 — Métodos analiticos utilizados para determinagdo de creatinina

Método analitico Amostra Observacdes Referéncias
Necessita de bombas
~ eristalticas, consumo de
FIA com deteccao ’ ’ )
espectrofotométrica no | Urina ACP d,e 2,1,mg amostr? € CORREIA, 2004
visivel o] res!duo é tratado online
com TiO2 + H202 + radiacao
uv
Sistema microfluidico - .
ortétil com chip de Utlliza aquecimento,
P ~ . bombas de seringa e SONGJAROEN,
PDMS com detecc¢éo Urina 1
o consome 1,15 mg amostra 2009
espectrofotométrica no
o de ACP
visivel
Reflectancia difusa, ] Coﬁggﬁizt%gzgrfg c BERGE-
com deteccao no UV ¢ LEFRANC, 2010
durante 12 h
Espectrofotométrico Medidas ap6s 30 minda | KRISHNEGOWDA,
o Soro ~
no visivel reacao 2013
Utiliza enzimas e a andlise
Amperométrico Urina | pode sofrer interferéncia de NIEH, 2013
Varios compostos
Eletroforese capilar
com detecga_o Urina Amostra necessita ser PAVLICEK, 2014
espectrofotométrica no acidificada
uv
HPLC com deteccéo Urina Utiliza met(,;mol na fase XIANG, 2014
no UV movel
HPLC com deteccéo Urina Utiliza met(,;mol na fase REMANE, 2015
no UV movel

Correia (2004) desenvolveu uma metodologia que emprega FIA com a reagao

de Jaffé para a deteccdo espectrofotométrica da creatinina utilizando tratamento
online do residuo formado. A andlise em fluxo permite a determinacdo de 70
amostras h e proporciona um baixo consumo de reagentes (2,1 mg amostrat).

Porém, sdo necessarias bombas peristélticas para a propulsdo da amostra pelo
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sistema e utiliza 200 pL de amostra por andlise.

Songjaroen (2009) utilizou um sistema microfluidico portatii com chip de
PDMS para andlise por FIA e deteccado espectrofotométrica (Amax = 510 nm) da
creatinina utilizando a reacao de Jaffé. O sistema microfluidico apresenta diversas
vantagens como baixo consumo de reagente (1,15 mg amostra!) e amostra (5 L) e
andlises rapidas. Entretanto, é necessario aquecimento do chip para promoc¢édo da
reacao e utiliza bombas de seringa para propulsdo das solu¢cdes. Difere do método
descrito por Correia (2004) por ser realizado em sistema microfluidico e ndo realizar
tratamento do residuo formado.

Bergé-Lefranc (2010) descreveu pela primeira vez a determinacdo de
creatinina utilizando a espectroscopia de reflectancia difusa no UV. As amostras séo
pré-concentradas a 37 °C durante 12 horas em meio de tampao fosfato e albumina
em zeodlitas do tipo mordenita, que também é utilizado como suporte sélido para as
andlises. Como as analises sdo realizadas no UV, outras substancias organicas
presentes na urina que também absorvem no UV podem interferir na andlise. O preé-
tratamento demorado pode inviabilizar a aplicacdo da metodologia.

O método espectrofotométrico utilizado por Krishnegowda (2013) difere dos
demais por ndo utilizar a reacdo de Jaffé, mas sim a reacdo de oxidacdo do p-
metilaminofenol na presenca de creatinina e cobre, formando um produto colorido
com Amax em 530 nm. Dessa forma, elimina a interferéncia de varios compostos da
reacdo de Jaffé. Porém, devido a cinética lenta da reacdo, sdo necessarios 30
minutos para a realizagdo das analises.

A amperometria foi utilizada por Nieh (2013) para analise de creatinina em
urina. O método se baseia na deteccdo de H20: formado através da quebra da
creatinina, na presenca de Og, utilizando quatro enzimas. A andlise eletroquimica
pode sofrer interferéncia de varias substancias do meio biol6gico e a utilizacao de
quatro enzimas pode dificultar a reprodutibilidade da metodologia.

Pavlicek (2014) desenvolveu um método eletroforético capilar rapido para
analise de creatinina em urina, sendo necessarios apenas 1,3 minuto para
realizacdo de uma determinacdo. Foram utilizados dois capilares de diametros
diferentes para separar os componentes da amostra. A principal vantagem dos
métodos por eletroforese é a utilizagdo de solugbes aquosas tamponadas para

realizar a separagcédo dos componentes.
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Xiang (2014) e Remane (2015) desenvolveram metodologias analiticas
envolvendo separacdes cromatograficas por HPLC com detec¢cdo no UV para
quantificacdo de creatinina em urina, além de outros analitos como acido urico, acido
homovanilico, xantina, entre outros. A cromatografia permite a determinacdo de
varias substancias simultaneamente, além de ser uma técnica muito robusta e
confidvel. Entretanto, faz uso de metanol como constituinte da fase mével, o qual

oferece riscos ao operador e ao meio ambiente.

1.4 Acido arico

Em seres humanos, o acido urico (Figura 4) é formado no figado através do
catabolismo de bases purinicas (adenosina e guanina). Os nucleosideos purinicos
sdo encontrados nos &cidos nucleicos (DNA e RNA) e também em outros compostos
metabdlitos importantes para o organismo, tais como ADP e ATP (MOTTA, 2003).

‘|3| H

H\N N/
/

o) N N

Y

Figura 4 — Estrutura do acido urico
Fonte: elaborada pelo autor.

Conhecer as propriedades fisico-quimicas do acido Urico é muito importante,
pois dependendo das condicdbes do meio pode haver mudanca em suas
propriedades. Por exemplo, o primeiro pKa do &cido urico é de 5,4 (LIDE, 2008),
assim, no sangue que apresenta pH préximo de 7,4 a forma predominante do
composto € o urato de sodio. Ja em urinas com o pH abaixo de 5,4 a forma
predominante é do acido uUrico. Também, a forma monossaodica é aproximadamente
dez vezes mais soluvel que na forma totalmente protonada (BURTIS, 2001).

A hiperuricemia ocorre quando a concentracdo de &cido Urico no plasma ou
Nno soro sanguineo atinge a supersaturagdo, ou seja, concentracdes acima de 7,0
mg dL2. O caso clinico caracterizado pela precipitacdo da solucdo supersaturada de
urato monossaodico nos liquidos corporais é conhecido como gota, no qual cristais de

urato sdo depositados nas juntas das extremidades ou em outros tecidos moles.
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Aproximadamente 20% dos pacientes que apresentam gota clinica também
apresentam célculos de acido arico no aparelho urinario (MOTTA, 2003). Também,
pacientes com hiperuricemia apresentam maior incidéncia de IRC (BASTOS, 2009),
evidenciando a importancia da dosagem de acido Urico para a prevencéo da IRC.

Concentracdes séricas de urato abaixo de 2,0 mg dL! definem a
hipouricemia, que tem pouca importancia clinica, podendo estar relacionada com
doenca hepatocelular grave, defeito na reabsorcao tubular renal do acido urico e
tratamento excessivo de hiperuricemia (MOTTA, 2003; BURTIS, 2001).

Os valores de referéncia para &cido Urico estdo descritos na tabela 4. Para
individuos saudéaveis, o volume urinario de 24 horas médio é de 1,2 litros, sendo

assim, os valores de referéncia em urina de 24 horas estéo entre 210 e 625 mg L.

Tabela 4 — Valores de referéncia para acido Urico em exames de urina

Mulheres Homens
Soro sanguineo 26a60mgdL? 35a72mgdL?
Urina de 24 horas 250 a 750 mg dia*

Fonte: adaptado de Motta (2003).

1.4.1 Metodologias para analise de &cido arico

A analise do &cido urico é feita tradicionalmente pelo método colorimétrico,
com o emprego do acido fosfotingstico em meio alcalino, gerando o azul de
tungsténio, medido no comprimento de onda de 700 nm, e pelo método enzimatico,
no qual o &cido urico € convertido a alantoina e peroxido de hidrogénio pela uricase.
Ambos os métodos apresentam limitacdes, pois o0 método colorimétrico € sujeito a
interferéncias de outros agentes redutores e 0 método enzimatico além de ser de
dificil automacdo, o produto absorve préoximo a 290 nm, fora do alcance de
espectrofotdbmetros comuns (TRIVEDI, 1978). Outras metodologias analiticas foram
desenvolvidas para a determinacédo de acido Urico em amostras de soro sanguineo

ou urina, sendo algumas descritas na tabela 5.
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Tabela 5 — Métodos analiticos utilizados para determinacéo de acido Urico

Método analitico Amostra Observacoes Referéncias
Espectroscopia de
reflectancia difusa no Soro Andlises feitas a 37 °C STEVENS, 1983
visivel
MPAD com deteccao
colorimétrica por Urina e Utiliza enzimas e mdltiplos
imagens digitais SO0 indicadores para as reacoes DUNGCHAI, 2010
utilizando camera colorimétricas
digital
HPAD 3D com
deteccao i . -
colorimétrica por Utiliza duas enzimas para a reagao
) S Soro e solvente organico para a CHEN, 2012
imagens digitais L
- X fabricacdo do pPAD
utilizando camera
digital
S Urina e Utiliza eletrodo de carbono vitreo NOROOZIFAR,
Voltametria ciclica com nanotubos de carbono e
Soro . o 2013
nanoparticulas de fluoreto de holmio
Espectrofotométrica Utiliza os métodos de calibracéo dos
no UV utilizando Urina e minimos quadrados parciais e KHAJEHSHARIFI,
analise multivariada soro regressao por componentes 2014
(A=292 nm) principais
Necessita de bombas peristalticas,
FIA com _detecgao Urina utiliza r.eagente’a base de prata, MA, 2014
guimiluminescente produzindo residuo com o metal
pesado
Eletroforese capilar
com detecggo. Urina Amostra necessita ser alcalinizada PAVLICEK, 2014
espectrofotométrica para analise
no UV
HPLC cr?omuci;atecgao Urina Utiliza metanol na fase movel XIANG, 2014
“PAD, com Soro, Utiliza nanoparticulas de ouro
nanoparticulas de orém carregadas positivamente e nao foi
ouro carregadas porem, 9 P . KUMAR, 2015
o nao feito um estudo quantitativo
positivamente com . ~
o aplicado envolvendo detecgéo nos pPAD
deteccao visual

HPLC com deteccéo

no UV

Urina

Utiliza metanol na fase maével

REMANE, 2015

Stevens (1983) desenvolveu uma metodologia empregando a deteccgao

colorimétrica do H202 produzido pela agdo da enzima uricase sobre o acido Urico. A

intensidade da coloracdo foi monitorada utilizando a espectroscopia de reflectancia

difusa no Amax de 560 nm. As medidas séo realizadas a 37 °C utilizando papel como

suporte solido.
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Noroozifar (2013) construiu um eletrodo de carbono vitreo dopado com
nanoparticulas de fluoreto de holmio e nanotubos de carbono para a determinacéo
de acido urico em amostras de soro e urina utilizando a voltametria ciclica. Porém, a
preparacdo do eletrodo inclui varias etapas que envolvem aquecimento para
secagem e em autoclave, sonicacao e agitacéo, as quais dificultam a preparacéo e a
reprodutibilidade da metodologia.

A metodologia desenvolvida por Khajehsharifi (2014) faz uso de
espectrofotometria no UV e modelos multivariados de analise do tipo calibracdo dos
minimos quadrados parciais e regressdo por componentes principais para
determinar &cido Urico em amostras de urina e soro. O método é mais simples e
barato do que os métodos eletroquimicos e cromatograficos.

Ma (2014) desenvolveu um método por FIA utilizando deteccéo
quimiluminescente. Nele o &cido Urico aumenta drasticamente a intensidade
luminosa emitida pela solugdo de Ag(lll)-luminol. Apesar da vantagem inerente do
método por FIA de altas taxas de amostragem, a utilizacdo de prata pode gerar
riscos ao operador e ao meio ambiente, além de necessitar de tratamento dos
residuos gerados.

Pavlicek (2014) desenvolveu um método eletroforético capilar rapido para
andlise de acido drico em urina, sendo necessarios apenas 1,3 minuto para
realizacdo de uma determinacdo. Foram utilizados dois capilares de diametros
diferentes para separacdo os componentes da amostra. A principal vantagem dos
métodos por eletroforese é a utilizacdo de solugcbes aquosas tamponadas para
realizar a separacdo dos componentes, sendo que para andlise do &cido Urico é
utilizado pH alcalino.

Xiang (2014) e Remane (2015) desenvolveram metodologias analiticas
envolvendo separacdes cromatograficas por HPLC com detec¢cdo no UV para
quantificacdo de acido urico em urina, além de outros analitos como creatinina, acido
homovanilico, xantina, entre outros. A cromatografia permite a determinacdo de
varias substancias simultaneamente, além de ser uma técnica muito robusta e
confiavel. Entretanto, faz uso de metanol como constituinte da fase movel, o qual
oferece riscos ao operador e ao meio ambiente.

Dungchai (2010), Chen (2012) e Kumar (2015) desenvolveram metodologias

que utilizam pPAD para a determinacdo de acido Urico em amostras biologicas. O
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dispositivo analitico apresenta diversas vantagens, entre elas simplicidade, baixo
custo e rapidez nas analises. As metodologias de Dungchai (2010) e Chen (2012)
utilizam enzimas para oxidar o acido Urico formando H202, que € determinado
colorimetricamente. A utilizacdo de enzimas leva a maior seletividade, porém, a
reprodutibilidade muitas vezes é prejudicada. J& a metodologia proposta por Kumar
(2015) utiliza nanoparticulas carregadas positivamente para determinacdo de &cido
arico em soro. As nanoparticulas aumentam a sensibilidade do método, mas o
meétodo ndo foi aplicado em amostras reais para comprovar sua validade, ndo sendo

realizado um estudo quantitativo envolvendo o dispositivo.

1.5 Consideracfes gerais sobre Quimica Verde, procedimentos e técnicas
ambientalmente mais amigaveis utilizados no presente trabalho
1.5.1 Quimica Verde

O exame de urina é uma das formas mais antigas de diagnostico e um dos
exames mais importantes para a medicina, pois € um método nao invasivo, rapido,
simples e de baixo custo quando comparado a outros tipos de exame. Pode fornecer
informacdes quanto a disfuncdes e patologias, nivel de exposicdo a toxinas e
utilizacdo de drogas (LIN, 2011). Dessa forma, muitas metodologias foram
desenvolvidas para analisar diversos componentes da urina. Dentre todas as
técnicas descritas na literatura para andlise de urina, algumas utilizam solventes
organicos e reagentes nocivos ao ambiente e ao operador, além de demandar um
longo tempo de analise e produzir grande volume de residuos.

A Quimica Verde ndo se aplica somente a producdo e uso de reagentes
guimicos, como também a metodologia analitica (ANASTAS, 1998; PEZZA, 2013). A
Quimica Analitica Verde tem se tornado uma subarea muito importante da Quimica
Verde (ANASTAS, 1998) e tem por objetivo o uso de procedimentos analiticos que
minimizem ou eliminem a geracdo de residuos e que seja mais benigno ao
ambiente, 0 que pode ser atingido pelo desenvolvimento de novas metodologias
analiticas ou modificagdo de métodos tradicionais que ainda nao tenham sido
descobertos, para incorporar procedimentos com os quesitos mencionados (PEZZA,
2013; ASSASSI, 2015).
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1.5.2 Espectroscopia de Reflectancia difusa

Em busca de alternativas que sejam ambientalmente amigaveis, muitos
trabalhos descritos na literatura estdo usando a Espectroscopia de Reflectancia
Difusa (ERD) para andlise de farmacos (LUIZ, 2013), pesticidas (LIU, 2013) e
contaminantes (LUIZ, 2015; OKPARANMA, 2014).

As aplicacdes iniciais da espectroscopia de reflectancia difusa para
determinacdes quantitativas associada a spot-test ndo apresentaram boas precisoes
e resultados (KEALEY, 1972). Ap6s o desenvolvimento de fibras éticas e esferas de
reflectancia esse cenario mudou e a espectroscopia de reflectancia difusa associada
ao spot-test vem ganhando importancia (NARAYANASWAMY, 1993).

O fenébmeno da reflexdo ocorre quando um feixe de luz atinge uma superficie.
A reflexdo especular e a reflexdo difusa sdo dois processos que compdem esse

fendmeno (figura 5).

a) Reflexfo especular b) Reflexao difusa
Figura 5 — Os dois tipos de reflexao que constituem o fendmeno fisico: a) Reflex&do especular
produzido por um espelho; b) reflexdo difusa produzido quando um feixe de luz incide um spot-test de
um papel
Fonte: adaptada de Luiz (2015).

Como ilustrado na figura 5 a reflexdo especular ocorre quando o feixe de luz
reflete na superficie do material, sem haver transmissao através dele. Enquanto que
na reflexdo difusa, a radiacdo penetra no suporte sélido, e retorna a superficie apos
ocorrer absorcdo e dispersdo parcial na camada interna do material (SVEHLA,
1975).

A teoria mais aceita para a reflectancia difusa é a desenvolvida por Kubelka e
Munk (GHAUCH, 1999). Nessa teoria 0s autores relacionam a concentracdo da
amostra com o coeficiente de absor¢do (k), uma caracteristica do analito, o
coeficiente de espalhamento ou disperséo (s) e a capacidade de reflectancia difusa

de uma camada dispersa semi-infinita (Tr), que sdo dependentes do suporte solido
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(Equacéo 2).
2

f(Tr) = % = lg (Equacio 2)
Em baixas concentracdes do analito a variavel k é dependente da
absortividade molar (¢) e da concentragédo do analito (C) (Equacdo 3). Também,
nessas condicfes para um suporte inerte (diluente) o valor de s é determinado
somente pelo diluente e pode ser assumido como constante. Dessa forma, obtém-se

uma fungéo que relaciona a concentragcao com a reflectancia difusa (Equacéo 4).
k=2,303xexC (Equacao 3)
f(Tg) = Constante x C (Equagio 4)
Em andlises por reflectancia, a densidade oOtica para medidas de reflectancia,
ARr, € proporcional a Tr, que é definido como a raz&o da intensidade da radiagcéo

refletida (I) pela intensidade da radiacdo incidente (lo) (Equacao 5).
|
AR = —logTg = —logI— (Equacao 5)
0

Os valores de Tr variam de 0 a 1, no qual O representa maxima absor¢éo do
analito e 1 quando o sinal da radiacéo refletida é definido como o incidente, condicao
que é realizada com pastilhas de KBr, BaSO4 ou MgO, que nao é absorvente.

A associacdo da ERD com o spot-test permite andlises mais amigaveis, pois
consiste numa técnica simples, rapida, econbmica e gera poucos residuos e de
baixa toxicidade, diminuindo ou eliminando o0s riscos ao operador ou ao meio
ambiente (PEZZA, 2013). Além disso, as medidas de espectroscopia de reflectancia
difusa podem ser realizadas in situ, utilizando um reflectbmetro homemade (SENG,

2007) ou um espectrometro de reflectancia difusa portatil.
1.5.3 Imagem digital

Com o desenvolvimento de novas tecnologias € possivel obter cameras
digitais cada vez melhores com menor custo, possibilitando a disseminagdo da
tecnologia, bem como a inclusédo digital. Dessa forma, a combinacédo de reacoes
colorimétricas e deteccao utilizando fotografia digital oferece uma boa opcéo para
obtencdo de dados qualitativos e quantitativos visando determinacfes analiticas
(BYRNE, 2000). Além disso, diminui o custo da andlise, por substituir equipamentos

caros, sendo possivel ser levado a lugares inacessiveis para outras tecnologias.



34

Também possibilita a rapida troca de informagbes e dados, sendo que muitos
celulares estao equipados com boas cameras, além de ter acesso a internet.

A primeira descricdo da literatura da utilizacdo de imagem digital para
deteccado de analito foi por Momeni (1999), no qual foi desenvolvido um sistema para
deteccdo quimiluminescentes da proteina ligada ao retinol. Outros autores também
utiizaram a deteccdo por imagem digital para determinacdo de antibidtico
(MASAWAT, 2015), aditivos alimentares (BENEDETTI, 2015; MONOSIK, 2015) e
analitos de interesse bioldgico (BRAKTA, 2013).

O avanco da tecnologia dos computadores pessoais possibilitou o alcance da
populacdo a softwares graficos muito eficientes, pagos, por exemplo o Photoshop®,
e livres, como o ImageJ® e o Gimp®. Esses programas transformam a informagéo
fisica das cores do papel ou da solugcdo em uma estrutura quadriculada através de
linguagem binérias, do tipo 0 e 1, chamado de matriz de pontos, sendo que cada
ponto equivale a um pixel na imagem, com cada pixel apresentando uma
intensidade especifica (PACIORNIK, 2006; BENEDETTI, 2013).

Héa véarios modelos para a analise das cores, dentre eles os padrées RGB,
CMY e HLS (PACIORNIK, 2006). Nesse trabalho, vamos nos limitar ao padrédo RGB
que serd o utilizado para o estudo.

O padrao RGB mimetiza a percepc¢ao de cores do olho humano (PACIORNIK,
2006), pois segundo a teoria de Young-Helmholtz, o olho apresenta certas células,
0S cones, capazes de reconhecer cores proximas das cores vermelha (R), verde (G)
e azul (B) (CARNEIRO, 2015). O padrdao RGB é um modelo de adicdo das cores
primérias, vermelha, verde e azul, que usa luz transmitida para formar as cores
(YAM, 2004). Também € esse o padréo utilizado em telas que utilizam tubos de raios
catodicos, como TV e monitores.

A cor é formada, pelo modelo RGB, através da soma das componentes R, G
e B que variam de 0 a 255, assim, é possivel obter 2563 cores, ou seja, mais de 16,7
milhdes de cores. As combinacdes de cores variam desde (0, 0, 0) que representa o
preto, ou auséncia de cor, que ndo apresenta contribuicdo das cores primarias, até o
(255, 255, 255) que recebe a contribuicAo das trés cores primarias em suas
maximas intensidades, representando o branco (BENEDETTI, 2013).
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1.5.4 Barreiras hidrofébicas

O papel ha muito tempo € amplamente utilizado como suporte solido em
reacOes de spot-test e como fase estaciondria em cromatografia. Em spot-test, o
analito de interesse e o reagente cromogénico séo adicionados diretamente em um
suporte solido, por exemplo, papel de filtro para posterior anélise por reflectancia
difusa ou imagem digital. A presenca de barreiras hidrofébicas sobre o suporte
s6lido como o papel possibilita a formacéo de zonas hidrofébicas nas quais solucdes
aquosas nao penetram, gerando zonas hidrofilicas de formato desejado, que podem
melhorar a sensibilidade de metodologias analiticas. O primeiro relato na literatura
da utilizac&o de barreiras hidrofébicas foi por Yagoda (1937).

A literatura descreve varios métodos para a fabricacdo de barreiras
hidrofébicas. A figura 6 descreve 12 modos de fabricacdo do dispositivo analitico, na
qual os itens de A a C representam a fabricagdo manual por desenho com cera (A),
desenho ou estampagem com polimero (B) e estampagem com cera (C). Nos itens
D a F utilizam-se mascaras para proteger a regiao hidrofilica e formar as barreiras
hidrofébicas, sendo utilizada imersdo em cera (D), fotolitografia (E) e serigrafia com
cera (F). Nos itens G a J utilizam-se impressoras que adicionam tinta usando a
impressdo com tinta a base de cera (G), gravacao com jato de tinta (H) e impresséo
com jato de tinta (). Outro modo de fabricacdo € o corte ou modelagem,
representado em L e K, na qual sdo formados canais com o auxilio de cortadores
manuais (L) ou cortador a laser (K) (CATE, 2015).
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Fabricacao Manual

A Desenho com cera B Desenhol/estampagem Estampagem C
com polimero com cera
| -
Curada
A tinta A
— = — Legenda

D =
ey Y Polimero hidrofébico
Imersdo em cera . Cera

A I Cera derretida

Desenho Estampagem K
: == Mascara
0 % O
Sl E o )
< Extrago o3 Cortador manual -
O Fotoresist Q
~3 Fotolitografia Corte transversal do Corte total =
= ' papel ndo modificado g-
e @
_ =N Gravado Q
v N | (e}
— Belioaeom Cortador a laser o
alto-relevo L 3
- A
" X Impressao por | 30 fl Afi
Sengrafla com cera dispers@o em cera HIRIEES=0NEReaISices J
—
A Ciclos multiplos
de impressao
G Impressao H Gravagao com | Impressédo com
com cera jato de cera jato de tinta

mpressao
Figura 6 — Esquema de fabricacéo de barreiras hidrofébicas
Fonte: adaptada de Cate (2015).

A impressdo com tinta a base de cera (Figura 6 G) apresenta uma série de
vantagens em relacdo as outras técnicas de fabricacdo, tais como (CARRILHO,
2009; LU, 2009): producao em larga escala, ndo necessita de tratamento do papel, o
canal hidrofilico ndo é exposto a polimeros ou solventes, ndo séo necessarias varias
mascaras e pode-se criar canais abertos, semiabertos e fechados (CATE, 2015).
Porém, também apresenta desvantagens como (CARRILHO, 2009; LU, 2009): o
custo da impressora e dos cartuchos de cera, a necessidade de uma etapa extra de
aquecimento e perda de resolucao das barreiras apds o aquecimento.

A diversidade de técnicas disponiveis para a fabricacdo das barreiras e a
variedade de trabalhos da literatura utilizando-as (DORNELAS, 2015; GARCIA,
2014; MURPHY, 2015; YAMADA, 2015), demonstra a crescente importancia que
essa metodologia vem alcancando.

Com a possibilidade de diferentes formatos dos canais hidrofobicos foi criado

o dispositivo analitico microfluidico em papel (UPAD), pelo grupo do professor Dr.
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George Whitesides em 2007 (MARTINEZ, 2007). O pPAD baseia-se na criacao de
canais hidrofilicos de formatos desejados, por meio dos quais a amostra contendo o
analito de interesse é transportada para as zonas de captacdo, no qual ha reagentes
impregnados previamente que reagem com o analito. Por capilaridade os reagentes
e analitos sdo conduzidos até a zona de teste, na qual os analitos de interesse sdo
analisados por metodologias convenientes (MAXWELL, 2013). Nessa zona também
pode haver outros reagentes necessarios para a reacao.

A fabricacdo de PPAD para analises clinicas trouxe um modo mais rapido,
econdmico e que utiliza menor quantidade de amostra. Também, a deteccdo do
analito pode ser feita utilizando imagens digitais de celulares, cameras fotogréficas e
scanners. Dessa forma, o desenvolvimento dos UPADs possibilita a realizacdo de
exames simples como de urina, sangue e saliva em vilarejos e comunidades
isoladas que né&o possuem infraestrutura e profissionais treinados (MARTINEZ,
2010). No melhor do nosso conhecimento, ndo hé relatos na literatura de construcéo
de dispositivo analitico microfluidico em papel para andlise colorimétrica simultanea
de creatinina e acido urico utilizando espectroscopia de reflectancia difusa e/ou

imagens digitais.
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2 OBJETIVOS

Geral:
No presente trabalho temos como objetivo principal a construcdo de um
dispositivo analitico microfluidico em papel (UPAD) para a analise simultdnea de

acido urico e creatinina em amostra de urina.

Especificos:
Avaliar a potencialidade das imagens digitais associada a softwares gréficos

como método de deteccao e realizar a calibracao dessa técnica.
Desenvolvimento metodologias analiticas simples, rapidas, de baixo custo e
ambientalmente mais amigaveis para cada um dos dois analitos:
e Escolha do reagente cromogénico;
e Determinacao das condi¢cdes experimentais
e Otimizacéao dos fatores utilizando planejamento experimental,
e Estudo de interferentes;
e Construcao da curva analitica;
e Determinacao das figuras de mérito.
Desenvolver o desenho do dispositivo analitico e avaliar a interacdo papel-
analito.
A determinacdo simultanea de &cido Urico e creatinina utilizando pPAD em
urina sintética.

Validacdo das metodologias analiticas com método descrito na literatura.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

A seguir serdo descritas as principais caracteristicas dos reagentes, solucdes

e equipamentos, bem como as metodologias utilizadas no presente estudo.

3.1 Equipamentos

No presente trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos para
obtencao dos resultados experimentais:

Micropipetas de volume variavel de 10-100 pL, 100-1000 puL e 500-5000 pL da
marca Eppendorf® e de 0,5-2,5 uL da marca Boeco® para medir volume no preparo
de solucdes;

Vidrarias de uso geral, tais como béqueres, erlenmeyers, placas de petri,
baldes volumétricos de diversos volumes classe A e bastdes de vidro;

Balanca analitica da marca Mettler Toledo, modelo AG204, utilizada na
pesagem de reagentes e padroes;

Ultrassom da marca Thorton, modelo T14, com frequéncia de 40 kHz e
poténcia ultrassénica de 60W, no auxilio da solubilizacdo de reagentes;

Banho maria da marca Marconi Mini, modelo MA 126, para auxiliar na
dissolucéo dos reagentes e controlar a temperatura da reacao;

Espectrofotdbmetro com arranjo de fotodiodos HP 8453 com cubeta de vidro
com caminho ético de 1cm, nos ensaios realizados em solucao;

Papel qualitativo n°1, marca Whatman como suporte sélido para o spot-test e
para a confeccdo dos UPAD;

Impressora multifuncional HP deskjet 2050 para a analise por imagem digital.

Impressora da marca Xerox® modelo Phaser™ 8560, utilizada para impresséo
das barreiras hidrofébicas de cera no papel;

Estufa da marca Fanem, modelo 315 SE, utilizado para secagem de
reagentes e aquecimento das barreiras de cera,

Espectrdmetro portatii da marca Ocean Optics, modelo USB2000 com
software OOIBase32, ao qual € acoplada a esfera de reflectancia difusa por meio de
um cabo de fibra 6tica, para as medidas de reflectancia;

Secador de cabelo da marca Tany, modelo PRO3000, utilizado juntamente
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com garra e suporte universal para aquecimento do meio reacional;

Termdmetro infravermelho sem contato da marca Omega® modelo
OS425HT-LS, para as medidas de temperatura,

Microscopio Gtico, marca Bruker, modelo Hyperion, com zoom 6tico de 15
vezes acoplado com camera marca Nikon, compara demonstrar a formacédo da
barreira hidrofébica no papel;

Cronémetro do relégio marca Casio, modelo W-213, utilizado para marcar o
tempo de aquecimento do papel impregnado com cera e do meio reacional;

Centrifuga refrigerada da marca Hettich, modelo Universal 320R, utilizada
para preparo da amostra de urina natural segundo o método comparativo;

HPLC da marca SHIMADZU LC — 20AT, com injetor automatico (SIL — 20A),
interface CBM — 20 A prominence e deteccdo DAD (SPD — M20A), equipado com
coluna cromatografica CHROMSEP SS C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 pym), para analise
pela metodologia comparativa.

3.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados durante o desenvolvimento do trabalho foram
de grau analitico.

e 1,10-Fenantrolina — SIGMA ALDRICH — pureza 99 %;

e Acetato de sodio anidro — SIGMA ALDRICH — pureza 99,0 %

e Acetona - QUEMIS — pureza 99,5 %;

e Acido 3,5-dinitrobenzoico — MERCK — pureza 99 %;

e Acido ascorbico — MERCK — pureza 99,7 %;

e Acido cloridrico fumegante — MERCK — pureza 37 a 38 %;

e Acido fosférico —- MALLINCKRODT — pureza 85,3 %;

e Acido picrico — MERCK — para anélise com teor de 99,8 %, com 0,5 mL
H20/g;

e Acido sulfurico — SIGMA ALDRICH — pureza 95 a 98 %;

e Acido urico — SIGMA ALDRICH — pureza 99 %;

e Albumina de ovo — ACROS ORGANICS;

e Alcool etilico — TEDIA — grau HPLC pureza 90%;

e Amaranto — SIGMA ALDRICH - para analise;
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e Bilirrubina — MERCK;

e Brometo de dodeciltrimetilamonio — SIGMA ALDRICH — pureza 99 %

e Carbonato de sodio — SIGMA ALDRICH — pureza 99,95 a 100,05 %;

e Cloreto de ambénio — MERCK;

e Cloreto de célcio — REAGEN - pureza 96 %;

e Cloreto de potassio — SYNTH;

e Cloreto de sodio — MALLINCKRODT - pureza 100,0 %;

e Creatina monohidratada;

e Creatinina anidra — SIGMA ALDRICH — pureza 98 %;

e Dihidrogénio fosfato de s6dio — MERCK — pureza 100%

e Dodecil sulfato de sédio — SIGMA ALDRICH — pureza 98,5 %;

e Ferricianeto de potassio — SIGMA ALDRICH — pureza 99 %;

e Glicose — CHEMCO;

¢ Hidrogenoftalato de potassio - MERCK — pureza 99,8 %;

e Hidréxido de sédio — SIGMA ALDRICH — pureza 98,0 %;

e Metanol — J. T. Baker

¢ Nitrato de ferro (lll) nonahidratado — SIGMA ALDRICH — pureza 98 %;

e Sulfato de sodio — MERCK;

e Tiocianato de aménio — CINETICA QUIMICA — pureza 99,0%;

e Ureia — SIGMA ALDRICH,;

e Agua deionizada utilizada no preparo das solu¢bes de reagentes, padrdes e
amostras — Millipore 0,22 ym — 18,2 MQ.cm — 25° C;

3.3 Solucgdes
3.3.1 Solucdes gerais
e Solucdo de NaOH 1 mol L

A solucéo foi preparada através da dissolucdo de NaOH sélido e padronizada

com biftalato de potassio utilizando fenolftaleina como indicador.

e Solucdo de HCI 1 mol L1

A solucgéo foi preparada a partir do acido cloridrico fumegante e padronizada

com carbonato de sédio utilizando verde de bromocresol como indicador.
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e Solucdo de H2S04 0,5 mol L1

A solucéo foi preparada a partir do acido sulftrico concentrado e padronizada

com carbonato de sédio utilizando verde de bromocresol como indicador.

e Solucdo de HsPO4 0,5 mol L
A solucéo foi preparada a partir do acido fosférico concentrado e padronizada

com hidroxido de sddio padronizado utilizando alaranjado de metila como indicador.

3.3.2 Solucgdes estoque dos analitos

e Solucdo estogue de acido Urico 5000 mg L1

A solucédo estoque de éacido urico foi preparada na concentracdo de 5000

mg L2, a partir da dissolugdo do padrdo em solugéo de NaOH 0,1 mol L2,

e Solucdo estogue de creatinina 5000 mqg L

A solucdo estoque de creatinina foi preparada na concentracdo de 5000

mg L2, a partir da dissolucdo do padrdo em agua deionizada.

3.3.3 Solucgdes para a calibracdo da imagem digital

Foi preparada uma solucdo estoque de 1,001 x 102 mol L' de corante
amaranto por meio da dissolu¢cdo do sélido em agua deionizada. As solucbes de
trabalho foram preparadas através de diluicbes convenientes da solucdo estoque

com agua deionizada.

3.3.4 Solucdes para testes preliminares

e Creatinina (CRN)

o Solucdo de acido picrico! de concentracdo 1,03 x 102 mol L'* em NaOH 0,5
mol LL;

o Solugéo de acido 3,5-dinitrobenzéico de concentracéo 1,00 x 102 mol Lt em
NaOH 0,5 mol L.

e Acido Urico (AU)

o Solugéo de nitrato de ferro nonahidratado de concentracédo 1,000x10-2 mol L;

! Foi utilizado banho de ultrassom e banho maria a 40 °C para auxiliar na solubilizagédo dor reagente.
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o Solucdo de hexacianoferrato de ferro (l1l) de concentracédo 1,000x 10-2 mol L.
o Solugédo de 1,10 — fenantrolina? de concentragéo de 3,001 x 102 mol L*

3.3.5 Solucdes para estabilidade do produto

Foram utilizadas as solu¢@es de acido picrico, nitrato de ferro nonahidratado e
de 1,10-Fenantrolina do ensaio qualitativo para determinar a estabilidade dos
produtos coloridos. No ensaio foi utilizada concentracdo de CRN igual a 250 mg Lt e
de AU igual a 200 mg L. Foram feitas medidas por meio de imagem digital e da

reflectancia difusa em intervalos de tempo conhecidos.

3.3.6 Determinacdo da estequiometria da reacdo do acido urico

Para a determinacdo da estequiometria da reacdo de AU com Fe3* foi
utilizada solucédo de 1,10-Fenantrolina de concentragdo igual a 3,01 x 102 mol L7,
em meio de acetato de sédio 0,5290 mol L' e solugdo de nitrato de ferro
nonahidratado de concentragdo igual a 9,955 x 10 mol L1, em meio de HCI de
0,500 mol L.

3.3.7 Solucdes para interacdo papel-analito

Para esses experimentos foram utilizadas as solu¢cdes da determinagcéo da
estequiometria da reacdo para o acido Urico e solucdo de acido picrico de
concentragdo igual a 2,00 x 102 mol L1, com concentracédo de NaOH iguais a 0,45

mol L1

3.3.8 Solucdes para testar o aumento da sensibilidade
As solucfes a seguir foram utilizadas para o aumento da sensibilidade das
reacBes com acido Urico e creatinina.
o Solucdo de SDS 0,250 mol L que foi diluida para 1,00 x 102 mol L*
juntamente com cada um dos analitos;
o Solucdo de DTAB 0,250 mol L que foi diluida para 1,80 x 102 mol L*

juntamente com cada um dos analitos;

2 Todas as solucdes de 1,10 — fenantrolina sdo preparadas em meio etanol:agua (50:50) devido a
baixa solubilidade do composto em agua.
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e Acido Urico

Para a variacdo da concentracdo de acido do meio foram preparadas trés
solucdes de nitrato de ferro nonahidratado de concentracéo igual a 9,955 x 102 mol
L1, com concentracdes de HCI de 0,500, 0,750 e 1,00 mol L. Foi utilizada solugéo
de 1,10-Fenantrolina de concentracdo igual a 3,01 x 102 mol L1, em meio de acetato
de sédio de concentragdes iguais a 0,5290 mol L para concentragéo de HCl igual a
0,500 mol L1, 0,8234 mol L* para concentragdo de HCI 0,750 mol Lt e 1,117 mol L
para concentracdo de HCI 1,00 mol L.

J& para a determinacdo do pH do meio, foram preparadas trés solugbes de
1,10-Fenantrolina de concentracéo igual a 3,01 x 102 mol L, em meio de NaOAc de
concentragdes iguais a 0,5290 mol L para pH = 4, 0,8842 mol L para pH = 4,5 e
1,239 mol L para pH = 5. A solugdo de nitrato de ferro nonahidratado utilizada foi
de concentracéo igual a 9,955 x 10 mol L1, em meio de HCI de 0,500 mol L.

3.3.9 Solucdes utilizadas no planejamento fatorial
As solugbes a seguir foram utilizadas para o planejamento fatorial do &cido

Urico e creatinina.

e Creatinina
Foram preparadas solucdes de acido picrico de concentra¢des iguais a 9,99 x
102 e 2,01 x 102 mol L%, cada uma em duplicata com concentracdes de NaOH

iguais a 0,5000 e 0,7502 mol L1, resultado em quatro solucdes.

e Acido urico
Foram preparadas duas solucdes de 1,10-Fenantrolina de concentracdes
iguais a 0,06010 e 0,1201 mol L%, em meio de NaOAc de concentracdo igual a
0,5290 mol L e duas solucbes de nitrato de ferro nonahidratado de concentracdes
iguais a 1,997 e 3,997 x 102 mol L1, em meio de HCI 0,500 mol L.

3.3.10 Solucgdes utilizadas no planejamento composto central
As solugdes a seguir foram utilizadas para o planejamento composto central

do &cido Urico e creatinina.
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e Creatinina
Foram preparadas cinco solucdes de acido picrico de concentragéo 2,00 x10-?
mol L1, com concentracdes de NaOH iguais a 0,03378, 0,03998, 0,5498, 0,6999 e
0,7623 mol L, respectivamente.
Para a confirmacédo do ponto 6timo foram preparadas duas solucdes de acido
picrico de concentracéo igual a 2,00 x 102 mol L%, com concentragdo de NaOH

iguais a 0,4510 mol L1, para a reflectancia, e 0,4370 mol L, para a imagem digital.

e Acido Urico

Foram preparadas cinco solugbes de nitrato de ferro nonahidratado de
concentracdes iguais a 1,38 x 102, 2,000 x 10, 3,500 x 102, 4,999 x 10 e 5,619 x
102 mol L1, em meio de HCI 0,500 mol L%. Uma solucédo de 1,10-Fenantrolina de
concentragdo igual a 6,010 x102 mol L1, em meio de NaOAc de concentracéo igual
a 0,5290 mol L.

Para a confirmacdo do ponto 6timo foram preparadas duas solucbes de
nitrato de ferro nonahidratado de concentragées iguais a 3,79 x 102 mol L1, para a
reflectancia, e 4,48 x 102 mol L, para a imagem digital. Foi utilizada a solucéo de

1,10-Fenantrolina mencionada no paragrafo anterior.

3.3.11 Solucdes utilizadas no uPAD

As solucdes a seguir foram utilizadas para determinar as condicées do puPAD.

e Creatinina
Foram preparadas trés solucbes de acido picrico de concentracdes iguais a
2,00 x 102 mol Lt com concentracdo de NaOH igual a 0,437 mol L%, 1,00 x 107
mol L* com concentragdo de NaOH igual a 1,00 mol L* e 1,00 x 102 mol L* com

concentracdo de NaOH igual a 0,900 mol L.

e Acido Urico
Foram preparadas duas solucdes de nitrato de ferro nonahidratado de
concentracdo iguais a 4,48 x 102 mol L, uma em meio de H2SO4 0,25 mol L e
outra em meio de HsPO4 0,5 mol L. Também, uma solucédo de 1,10-fenantrolina de
concentracéo igual a 6,010 x 102 mol L' em meio de NaOAc de concentragdo igual
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a 0,5290 mol L.

3.3.12 Solucgdes utilizadas na construcdo da curva analitica
As solucdes a seguir foram utilizadas para construcdo da curva analitica do

acido urico e creatinina.

e Creatinina
Foi preparada solucdo de acido picrico de concentracéo igual a 1,00 x 10
mol L1, com concentracdo de NaOH igual a 1,000 mol L2. O volume de 2 pL dessa
solucéo foi aplicada a zona de captacao.
As solucbes de trabalho da curva analitica de concentracdes iguais a 50 a
1000 mg L foram preparadas por diluicdo da solucdo estoque, do item 3.3.2, em

baldo de 25,00 mL e completados com agua deionizada a temperatura ambiente.

e Acido urico

Foi preparada uma solugéo de nitrato de ferro nonahidratado de concentracéo
iguais a 4,48 x 102 mol L1, em meio de H2SO4 0,25 mol L*. Também, uma solucéo
de 1,10-Fenantrolina de concentracdo igual a 6,010 x 102 mol L1, em meio de
NaOAc de concentragdo igual a 0,5290 mol L1. O volume de 2 pL da solucédo de Fe
(111) foi aplicada na zona de teste e o mesmo volume de 1,10-Fenantrolina na zona
de captacéo.

As solucbes de trabalho da curva analitica de concentracdes iguais a 50 a
1000 mg Lt foram preparadas por diluicdo da solucdo estoque, do item 3.3.2, em

baldo de 25,00 mL e completados com agua deionizada a temperatura ambiente.

3.3.13 Estudo de interferentes

Foram preparadas solu¢des de 200 mg L de cada possivel interferente para
0 AU (acetona, acido ascorbico, albumina, bilirrubina, creatina, creatinina, glicose,
piruvato, ureia, CaClz, KCI, KH2S04, NaCl, Na2SO4 e NH4Cl) e para a CRN (acetona,
acido ascorbico, acido urico, albumina, bilirrubina, creatina, glicose, piruvato, ureia,
CaClz, KCI, KH2S0O4, Na:SOs4, NaCl e NH4CI), juntamente com a mesma
concentracdo dos analitos. Para a ureia também foi preparada a solucdo de

concentracdo 2000 mg L de ureia para 200 mg L de analito (1:10). A solucédo de



47

bilirrubina foi preparada na concentracéo de 5 mg L juntamente com 200 mg L do
analito (25:1).

3.3.14 Fase movel para HPLC
A fase modvel utilizada consistia em uma mistura de solucdo aquosa de
NaH2POa4 (50,00 x 103 mol L'1) e metanol (95:5).

3.3.15 Urina sintética

A solucgéo de urina sintética utilizada nas determinag6es de creatinina e &cido
arico foi preparada de acordo com o descrito na literatura (LAUBE, 2001), com
excecdo da creatinina. A composicdo da urina sintética estd descrita na tabela 6.
Foram feitas adi¢cdes dos analitos e as determinacfes realizadas pela metodologia
proposta e comparativa. A solugéo final teve o pH ajustado entre 8 e 9 para evitar a
precipitacdo do acido urico (BURTIS, 2001).

Para a analise utilizando a metodologia desenvolvida, as amostras de urina
sintética foram diluidas 3 vezes com agua deionizada. Para a analise utilizando a
metodologia comparativa (XIANG, 2014), as amostras foram diluidas de 10 a 30

vezes com a fase moével.

Tabela 6 — Composicao da urina sintética

Substancia Concentragédo (g LY
CaClz2 . 2H0 1,10
NaCl 2,93
Naz2SO4 2,25
KH2POg4 1,40
KCl 1,60
NH4Cl 1,00
Ureia 25,00

Fonte: Adaptada de Laube (2001).

3.3.16 Urina natural

Todas amostras de urina natural analisadas foram coletadas em frascos
limpos e seu pH foi ajustado entre 8 e 9 para evitar a precipitacdo do acido urico
(BURTIS, 2001). A amostras foram armazenadas sob refrigeragcdo a 4 °C em
geladeira. Foram coletadas amostras apenas do préprio autor do trabalho, o qual

havia a certificacdo de tratar-se de individuo saudavel e ndo faz uso de
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medicamentos.

Para a analise utilizando a metodologia desenvolvida, as amostras de urina
natural foram borbulhadas por 20 minutos com ar na vazédo de 1,2 L min? e diluidas
3 vezes com agua deionizada. O preparo da amostra para a metodologia
comparativa foi realizado conforme descrito na literatura (XIANG, 2014), na qual a
urina natural é diluida 5 vezes com a fase mével e as proteinas sdo precipitadas por
centrifugacédo a 6000 rpm por 10 minutos a 4 °C; o sobrenadante é diluido 3 vezes

com a fase mével e a solucao final € filtrada com filtro de seringa 0,45 pm.

3.4 Metodologias

A seguir estdo descritas as metodologias utilizadas no desenvolvimento do

trabalho e analise dos resultados.

3.4.1 Spot-test

O spot-test é um procedimento utilizado tanto em analises qualitativas quanto
em quantitativas de diversos tipos de substancias, através de sua reacdo com um
reagente quimico de identificacdo sobre um suporte sélido (placa de toque, papel de
filtro, entre outros). Para que essa reacdo seja mensuravel por algum método,
alguma mudanca deve ocorrer, tal como mudanca de cor, precipitacdo, evolucdo de
gas, etc.

A metodologia de spot-test empregada, baseia-se em medidas de reflectancia
difusa no comprimento de onda de maxima absorcao e por meio de imagens digitais
da reacdo colorimétrica entre o acido Urico ou a creatinina com seus respectivos
reagentes cromogénicos, sobre o papel com barreiras hidrofébicas circulares, de
didmetro de 15 mm com espessura 0,75 mm, utilizado como suporte soélido.

Nas figuras 7 e 8 esta representado um esquema de procedimento de
aplicacdo do spot-test e exemplo de marcha formada apds a secagem da solucéo

aplicada.
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Figura 7 — Procedimento e suporte para a realizacdo do spot-test
Fonte: Adaptada de Tubino (1997).

Figura 8 — Spot-test realizado no papel de filtro com barreiras hidrofébicas. Em (A) a reacao
colorimétrica para o &cido Urico e em (B) a da creatinina. A intensidade da coloracdo é mensuravel
através de medidas de reflectancia ou por tratamento por imagem digital
Fonte: Elaborada pelo autor3.

3.4.2 Dispositivo analitico microfluidico em papel (UPAD)

Para a confeccdo dos canais hidrofobicos, sejam eles circulares como os
utilizados no spot-test ou uPAD, os desenhos foram esquematizados com auxilio do
software gréfico CoreIDRAW X5 e a impressao € realizada na impressora que utiliza
tinta sélida a base de cera. ApGs a impressao, o papel € aquecido em estufa a 120°C
por 2 minutos, para que a cera possa penetrar nos poros do papel, formando as

barreiras hidrofébicas (Figura 9).

Barreira Prolongamento da zona de teste
hidrofobica . de test
ona de teste
Zona de Canal
captacao Base principal

e

Figura 9 — Modelo de uPAD empregado e suas diferentes zonas nas quais ha a impregnacéo de
reagentes e a deteccdo do analito

8 As figuras de 8 a 72 foram desenvolvidas pelo autor.
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Para a andlise utilizando os pPAD, uma aliquota de amostra ou solugdes
padrao foi colocada numa placa de petri e entdo a base do dispositivo foi colocada
em contato com a solucéo, que por capilaridade preenche todos os canais do papel.
O dispositivo foi aguecido com auxilio de um secador de cabelo doméstico por 50 s
e apos 10 minutos foi digitalizado (Figura 10). A imagem digital é tratada como
descrito no item 3.4.3.

Figura 10 — uPAD utilizado para a detéééédﬁe acido arico (canal central) e de creatinina (canal a
direita). A intensidade da colorac@o € mensuravel por tratamento da imagem digital

3.4.3 Deteccéao por imagem digital

O tratamento das imagens por imagem digital foi empregado quando se
utilizou o spot-test, para obter sua comparacdo com uma metodologia ja utilizada
pelo grupo que é a espectroscopia de reflectancia difusa, e nas andlises utilizando
os dispositivos analiticos.

Para a andlise por imagem digital das reacfes colorimétricas, inicialmente o
papel onde foi realizada a reacao é digitalizado com resolucao de 600 ppi. Utiliza-se
0 scanner para que ndo haja variacdo na luminosidade durante a digitalizacdo do
papel. Também podem ser utilizadas maquinas fotograficas e cameras de celulares
e smartphones. Para o tratamento das imagens foi utilizado o software comercial
livre ImageJ, seguindo 0s seguintes passos:

e Abriu-se o programa;
e Em File — Open, uma janela é aberta para a escolha do arquivo desejado;
e Escolhida a imagem, a area desejada € circulada com a ferramenta Oval (w =

h = 100 para spot-test e 30 para uPAD);

e Em Analyse — Tools — Color Histogram duas outras janelas sdo abertas.

Uma apresenta os histogramas de cores dos canais R, G e B e a outra de

resultados, mostrando média, moda e desvio padrdo para cada um dos trés

canais da area selecionada (Figura 11).
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Figura 11 — Imagem do software ImageJ aberto, mostrando os dados obtidos da area selecionada do
spot-test do corante amaranto com concentragédo igual a 5,003 x 104 mol L'%; o histograma obtido e os
resultados numéricos de RGB (canal, média, moda e desvio padrdo) estdo nas diferentes janelas

O software permite que os dados numéricos sejam transferidos para outro
software (Edit — Copy).

Os valores de média, moda e desvio padrao se referem a intensidade da cor
em determinado canal, R, G ou B. A intensidade fornecida pelo histograma, que
varia entre 0 e 255, pode ser comparada com a intensidade reflectiva pela
reflectancia difusa ou pela intensidade transmitida na espectrofotometria. A

absorbancia é determinada pela Lei de Lambert-Beer como (Equacéo 6):
|
A=-— logl— (Equacao 6)
0
Dessa forma, pela imagem digital é possivel determinar a absorbancia de
determinada regido da imagem, sendo que | é a intensidade de radiacdo de uma
determinada area selecionada, fornecida pelo histograma, e lo a intensidade de
radiacdo do branco da reacdo. No Excel calcula-se, utilizando a equacdo 6, os
valores de absorbéancia através dos valores de intensidade dos canais R, G e B de
cada concentracdo de analito. No software livre SciDAVis, apenas por comodidade,

sao gerados os graficos desejados.
3.4.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta performance foi utilizada como metodologia
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comparativa a fim de confrontar os resultados obtidos pela metodologia proposta e
avaliar a exatiddo do método que utiliza os dispositivos analiticos.

As amostras de urina sintética e natural foram analisadas pelo método
desenvolvido nesse trabalho e por uma metodologia ja descrita na literatura (XIANG,
2014) e os resultados foram comparados utilizando o teste estatistico de t de
Student pareado. As condi¢des utilizadas no método cromatografico encontram-se

descritas na tabela 7.

Tabela 7 — Condi¢des cromatogréaficas do método comparativo

Variavel Condicao
Fase estacionéria C18 - 5 um
Coluna - dimensdes 250 mm x 4.6 mm
Fase movel Solugdo NaH2PO4 50 x 102 mol L
metanol (95:5)
Vazao da fase movel 0,8 mL min*
Temperatura da coluna 25 °C
Tempo de analise 15 min
Volume de injecéo 20 pL

Deteccéao Espectrofotométrica — A = 230 nm
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir sdo descritos os resultados obtidos no desenvolvimento do trabalho.

4.1 Calibracéo da deteccéo por imagem digital

Para a calibracdo da imagem digital, a area de selecdo da imagem, a
resolucdo do scanner e os canais de cor R, G e B devem ser estudados, pois nos
instrumentos utilizados existem diferentes resolu¢des de aquisi¢cdo, diferentes areas
gue podem ser selecionadas e a utilizacao de diferentes canais de cor.

4.1.1 Selecao dos canais de cores

Como referéncia foi utilizada uma metodologia ja empregada pelo grupo de
pesquisa, a analise de corante amaranto por espectroscopia de reflectancia difusa.
O espectro de absorcédo do corante esta ilustrado na figura 12. A figura 13 ilustra a
curva de calibragdo do corante amaranto obtida meio dessa técnica, sendo que
absorbancia é funcéo da raiz da concentragédo do corante.

Absorbance
067

0.57
047
037
0.2

017

0.0— : ; ; : .
400 500 600 700 800
Wavelength (nm)
Figura 12 — Espectro de absorgéo do corante amaranto em meio tamponado (pH = 4,3). Amax = 530
nm e Camaranto = 1,50 x 10-® molL!
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Figura 13 — Curva de calibra¢édo do corante amaranto com concentragdes entre 2,50 x 105 a 8,004 x
104 mol Lt com detecgao por espectroscopia de reflectancia difusa. A = 530 nm

Os mesmos spot-test foram digitalizados utilizando resolu¢cdo de 600 ppi. A
area selecionada foi circular com 100 pixels de diametro. As curvas de calibracéo

obtidas para os diferentes canais R, G e B estdo apresentadas na figura 14.
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Figura 14 — Curvas de calibracdes do corante amaranto para os canais R, G e B com concentracdes
entre 2,50 x 105 a 8,004 x 104 mol Lt com detecgéo por imagem digital
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A tabela 8 apresenta os dados obtidos das regressdes das curvas analiticas

da reflectancia e da imagem digital.

Tabela 8 — Dados obtidos a partir das regressdes das curvas analiticas da reflectancia e da imagem

digital
Deteccéo R2 Equacédo dareta Comp(r)irr]r(ljznto LE Canal
Reflectancia | 0,9974 | A =-0,053 + 14,097 C%? 530 nm -
Imagem digital | 0,9277 | A=-0,0016 + 32,179 C - R
Imagem digital | 0,9957 | A=0,012 + 179,28 C - G
Imagem digital | 0,9737 | A =-0,002 + 85,661 C - B

Fonte: Elaborada pelo autor.

Pela tabela 8 é possivel observar que tanto para a reflectancia, que é uma
técnica jA muito empregada, quanto para a imagem digital, a faixa linear € entre 2,50
x 10 a 8,004 x 10 mol L* de amaranto. Porém, a relagédo linear para a reflectancia
€ entre absorbancia e raiz da concentragdo, ja para a imagem € entre absorbancia e
concentragao.

E evidente pela figura 14 e pela tabela 8 que héa diferenca entre as respostas
para os trés diferentes canais de cor. A sensibilidade analitica € dada pela inclinacao
da curva analitica, quanto maior a inclinacdo, maior a sensibilidade. Assim, o canal
G, verde, apresenta maior sensibilidade, enquanto que o R, vermelho, apresenta
menor sensibilidade e o B, azul, sensibilidade intermediaria. 1sso ocorre devido ao
processo de absorcdo da luz pelo corante. A cor observada pelo olho, que é
transmitida ou refletida pelo corante ou outra substéncia é complementar a luz
absorvida pela substéancia (tabela 9), ou seja, enxerga-se o corante vermelho porqué
o amaranto absorve a luz verde. Dessa forma, o canal de maior absorcdo € o G
(verde). Também, o canal verde apresentou a melhor linearidade dentre os trés

canais, pois obteve o maior R2, proximo ao obtido pela reflectancia difusa.
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Tabela 9 — Relacao entre cor observada, cor complementar, canal de absorcédo e comprimento de

onda

Cor observada

Cor

Canal de cor

Intervalo de

comprimento de

complementar absorvida
onda
Azul Alaranjada Vermelho (R) 605 — 700
Vermelha Verde Verde (G) 500 — 560
Amarela Roxo Azul (B) 420 — 480

Fonte: Adaptada de Benedetti, 2013.

4.1.2 Influéncia de diferentes resolucdes e areas

Para verificar a influéncia de diferentes resolu¢des no sinal analitico, foram

tracadas diferentes curvas analiticas do corante amaranto com diferentes

resolucdes, 75, 100, 200, 300, 600 e 1200 ppi, utilizando o canal verde que

apresenta maior sensibilidade e melhor linearidade (Figura 15). O diametro da area

selecionada da imagem foi fixado em 100 pixels. Foi escolhido o formato circular

para a area, pois é dependente apenas de uma variavel, o diametro, e porqué o

spot-test e as zonas de teste de UPAD sdao circulares.

75 dpi
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1200 dpi
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Figura 15 — Curvas analiticas do corante amaranto com concentragdes entre 2,50 x 105 e 8,004 x
104 mol L utilizando deteccédo por imagem digital com diferentes resolugfes de digitalizacdo

Na figura 15 apresenta as diferentes curvas analiticas obtidas para o corante
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amaranto utilizando diferentes resolucdes de digitalizacéo. E possivel observar que
ndo ha diferenca significativa entre os valores de cada ponto ou da curva analitica
para as diferentes resolucdes. Dessa forma, conclui-se que a variavel resolucdo nao
influencia significativamente o sinal analitico. Para as futuras digitalizacbes foi
utilizado a resolucéo de 600 ppi, por razao de spot-test e os UPAD serem pequenos,
essa resolucéo nao forma uma imagem granulada, permitindo melhor visualizacao.
Também né&o é excessivamente alta, ndo gerando arquivos “pesados”.

A influéncia de diferentes areas no momento da andlise pelo ImageJ foi
estudada tragando-se diferentes curvas analiticas do corante amaranto na qual a
area selecionada foi circular de didmetro variando entre 10 e 200 pixels.

A figura 16 apresenta as diferentes curvas analiticas do corante amaranto
construidas utilizando diferentes areas de selecdo durante a analise das imagens
digitalizadas. E possivel observar que ndo ha diferenca significativa entre os valores
de cada ponto ou da curva analitica para as diferentes areas selecionadas. Dessa
forma, conclui-se que a variavel area selecionada nao influencia significativamente
no sinal analitico. Nas futuras andlises foram utilizadas areas de diametro igual a
100 pixels para o spot-test, devido ao seu maior tamanho, e de 30 pixels para o
UPAD.
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Figura 16 — Curvas analiticas do corante amaranto com concentragées entre 2,50 x 10 a 8,004 x
104 mol L utilizando deteccao por imagem digital com diferentes areas selecionadas em funcéo do
didmetro
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4.2 Calibragdo do aquecimento do meio reacional

O aquecimento do meio reacional foi feito com auxilio de um secador de
cabelos domeéstico a 4 cm do papel, como mostrado na figura 17.

2 =
A y

Figura 17 — Foto do suporte para fixag&o do secador utilizado para o aquecimento do meio reacional.
Distancia do secador para o papel é de 4 cm

Para determinar a temperatura que o papel é submetido, em funcdo do

tempo, utilizou-se um termdémetro de infravermelho, conforme ilustrado na figura 18.

Figura 18 — Esquema utilizado para o estudo da temperatura de aquecimento em funcdo do tempo
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O papel foi submetido ao aquecimento por 100 segundos e a temperatura foi

registrada por 140 segundos (Figura 19). O experimento foi realizado em triplicata.
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Figura 19 — Temperatura do papel em fungéo do tempo de aguecimento. n = 3

Pela figura 19 € possivel observar que inicialmente h4 um rapido aquecimento
gue se estabiliza apds 20 segundos, em temperatura préxima a 60 °C, gerando um
patamar de temperatura. Apés o desligamento do secador em 100 segundos ha uma
rapida queda da temperatura. Também, foi medida a temperatura do papel com 50
segundos de aquecimento, a temperatura obtida pelo planejamento para a
determinacao dos analitos, obtendo-se a média de temperatura igual a (61,1 + 0,4)

°C, paran =5.

4.3 Desenho do pPAD

O dispositivo analitico microfluidico em papel como pode ser visto na figura 9,
€ composto de canais que levam a amostra até a zona de captacéo e de teste, por
iISSO € importante estudar a largura dos canais, a forma e tamanho das zonas de
captacdo e teste e o tamanho geral do dispositivo. O desenho a partir do qual o
dispositivo deste trabalho foi baseado é apresentado na figura 20, o qual é
semelhante aquele projetado por Martinez (2007), com modificagdes que incluiram

uma zona de captacao e prolongamento ap0s a zona de teste.
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Figura 20 — uPAD semelhante ao desenvolvido por Martinez (2007)

4.3.1 Confeccgédo das barreiras hidrofébicas

Antes do aquecimento do papel a tinta de cera esta depositada apenas na
superficie do papel, sendo que s6 ap6s 0 aquecimento a cera derrete penetrando no
papel. A figura 21 foi obtida da secao transversal do papel impresso com auxilio de
um microscoépio 6tico com aumento de 15 vezes. Como pode ser na figura 21 A, a
cera antes do aquecimento recobre apenas a superficie do papel. J& apls o
aguecimento, representado pela figura 21 B, a cera penetrou no papel formando a
barreira hidrofébica. As manchas coloridas sdo pequenas quantidades das outras
tintas da impressora (ciano, magenta e amarela) que acabam sendo impressas junto
com a tinta preta.

Figura 21 — Imagens da secao transversal do papel antes do aquecimento (A) e apds 0 aquecimento

(B
4.3.2 Largura dos canais
Para estudar a velocidade em que a solugcdo é transportada pelos canais

hidrofilicos, foi utilizado o esquema ilustrado na figura 22. Nele o papel com

diferentes larguras de canal entra em contato com a solucdo de corante amaranto
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gue comecga a ascender por capilaridade. A distancia percorrida pelo corante em

funcéo do tempo é descrita na figura 23.

Figura 22 — llustracao do esquema utilizado para determinar a largura do canal a ser utilizado
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Figura 23 — Distancia percorrida pela solucdo de corante amaranto em funcdo do tempo para canais
de diferentes larguras

Pela figura 23 é possivel observar que, exceto para largura de 0,5 mm, a

velocidade de ascensdo da solugcéo de corante € maior inicialmente e diminui com o
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aumento da distancia percorrida, pois ao aumentar a distancia percorrida o volume
de solucdo evaporado é maior, diminuindo a velocidade. Para canais com larguras
menores a velocidade de ascensdo foi menor, pois a resisténcia da solucdo para
percorrer o papel aumenta (EVANS, 2014).

Para escolher a melhor largura do canal deve-se levar em conta a velocidade
de ascenséo da solugdo (maior largura, maior velocidade) e que com o aumento da
largura, aumenta-se a quantidade de amostra necessaria para preencher todo o
MPAD. Dessa forma, foi escolhido a largura de 2 mm, pois apresenta velocidade e

volume de amostra intermediérios.

4.3.3 Diametro e forma das zonas

Diferente do dispositivo ilustrado na figura 20 € necessaria a zona de
captacdo antes da zona de teste, como apresentado na figura 9, pois se 0s
reagentes para a determinacdo do acido urico fossem adicionados nha mesma zona
haveria formacao do produto colorido mesmo na auséncia do analito.

Determinada a largura dos canais, determinou-se o didmetro e a forma das
zonas de captacao e teste. As formas gerais que as zonas podem ter sdo: circular,
guadrada e losango. A forma quadrada dificulta a transferéncia de reagente da zona
de captacdo, pois o retém. Assim, esse formato € mais indicado para reagentes
insoliveis na amostra (MARTINEZ, 2010). O formato de losango favoreceria a
transferéncia do reagente e da amostra da zona de captacao para a de teste, o que
poderia aumentar o sinal analitico. Porém, ndo foi isso o observado, pois as
absorbéancias obtidas utilizando-se zonas em losango (CRN — 0,157+0,002; AU —
0,132+0,007) foram proximas das obtidas para zonas circulares (CRN -
0,154+0,003; AU — 0,129+0,006). Dessa forma, optou-se por utilizar zonas no
formato circular, pois sdo mais simples, dependendo somente de uma variavel, o
diametro.

Foram avaliados os diametros de 3, 4 e 5 mm para as zonas. Com 0 aumento
do didmetro aumenta-se o volume necessario de amostra e nesse caso também o
de reagente. A figura 24 ilustra diferentes diametros de zonas para os dois analitos

estudados.
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Figura 24 — A esquerda esta ilustrado as zonas de teste para o analito creatinina e a direita para o
acido urico. Os trés diametros de zona séo 3,4 e 5 mm

Na figura 24 as intensidades das coloracdes das diferentes zonas estéao
proximas para o mesmo analito, isso porgue foi necessario mais reagente conforme
houve o aumento do didmetro. Também, na zona de teste € possivel observar
visualmente maior uniformidade da coloracdo com a diminui¢do do diametro. Porém,
o diametro de 3 mm dificulta a visualizacao por ter uma diferenca muito pequena em
relacdo ao canal. Dessa forma, foi escolhido o diametro de 4 mm, pois fornece uma
boa diferenciacdo do canal, sem necessitar de grande aumento no volume de
reagente e aumento do volume da amostra.

Observou-se que 0 aumento do canal apos a zona de teste, como 0 mostrado
na figura 25, fornece melhor distribuicdo da coloragdo pela zona de teste para a
CRN e aumenta a &rea da colora¢do da reacao com o AU.

Figura 25 — Aumento do canal ap8s a zona de teste fornecendo melhor coloracdo para a reacéo

4.3.4 Interacdo do analito com o papel

Uma preocupacédo quando se utiliza pPAD € que o analito possa ficar retido
no papel e ndo se distribuir igualmente no dispositivo. Para descobrir se h& retencéo,
eluicdo ou se o analito se distribui igualmente, um dispositivo constituido apenas de
um canal sem zonas, foi colocado em contato com solugcdo dos dois analitos

separadamente e deixou-se que a amostra percorresse toda a extensao do canal.
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Apos a secagem, dividiu-se o canal em duas metades idénticas que foi transferido
para eppendorfs diferentes. A cada eppendorf foi adicionado 20 uL da solucdo de
reagente cromogénico juntamente com 1 mL de agua para o AU e 1 mL de NaOH
0,44 mol L1 para a CRN, como ilustrado na figura 26. Para a reacéo da creatinina,
os eppendorfs foram incubados a 35°C por 15 minutos, para que a reacao fosse
completa, pois segundo a literatura a temperatura acelera a reacdo (NARAYANAN,

1980). Cada experimento foi realizado em triplicata para cada analito.

Segmento

J I/ superior

i
R 7%

_

[ty iy % ll Segmento
S inferior

Superior Inferior

Figura 26 — llustracdo do ensaio para determinacdo da interacdo papel-analito da creatinina

A absorbancia das solucbes superiores e inferiores foram medidas no
comprimento de onda de maxima absorgéo (Aau = 510 nm e Acrn = 500 nm). Obteve-
se para o acido urico a absorbancia média da parte superior foi igual a 0,408 + 0,069
e da parte inferior igual a 0,397 + 0,055 e para a creatinina na parte superior 0,745 +
0,024 e inferior 0,762 + 0,013. Os resultados foram tratados estatisticamente,
obtendo-se valores de t de Student iguais a 0,211 e 0,901 para acido Urico e
creatinina, respectivamente. O teste demonstra que ndo ha diferenca significativa
entre os valores superior e inferior, uma vez que os valores de t de Student
calculados ndo excedem os valores tabelados para dois graus de liberdade e
intervalo de confianca de 95% (4,303). Dessa maneira, concluiu-se que nenhum dos
dois analitos ficam retidos no papel e ambos se distribuem uniformemente pelo

canal.
4.3.5 Desenho final do yPAD

Nos ensaios descritos anteriormente determinou-se a largura do canal (2 mm)

e o diametro das zonas (4 mm). Na confeccéao final do desenho do dispositivo foram
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estabelecidos trés canais com duas zonas, pois foram analisados dois analitos e um
terceiro para determinar se a cor da amostra interfere na analise. Esses trés canais
estdo conectados no canal principal. Para fornecer solugcédo suficiente para os trés
canais, o canal principal tem largura de 4 mm, chanfrado na base para coletar toda a

solucdo da amostra. O desenho final do uPAD ¢é ilustrado na figura 27.

Figura 27 — Desenho final do pPAD

4.3.6 Volume do yPAD

Solucdo de corante amaranto foi utilizada para descobrir qual o volume
necessario para preencher o dispositivo analitico. A figura 28 ilustra volumes
crescentes de corante adicionados ao dispositivo. O volume de 10 pL é suficiente

para preencher todos os canais hidrofilicos.

4pL 6uL 8pL  9pL 10 pL 11 L 12 L

Figura 28 — Diferentes volumes adicionados ao pPAD. Da esquerda para a direita os volumes
utilizados foram de 4, 6, 8, 9, 10 ,11 e 12 pL de solucéo de corante amaranto

O volume selecionado para os ensaios futuros foi de 10 uL, porém, de modo a
tornar a andlise mais préatica e considerando que em lugares remotos uma
micropipeta pode ndo estar disponivel para dispensar esse volume. Dessa forma, foi
testado a reprodutibilidade do dispositivo em absorver um volume de agua
constante. Para o ensaio foi transferido uma aliquota de 20 pL (calibrado em (19,5 +
0,6) uL a 25°C e n = 10) para uma placa de petri de massa conhecida e logo apds a
agua preencher os canais hidrofilicos, o dispositivo era retirado. A agua resultante
era pesada e calculado seu volume. Foi encontrado que o dispositivo absorve (10,3



66

+ 0,7) yL a 25°C e n = 10. Isso demonstra que ndo é necessdaria uma micropipeta

para realizar as analises, pois o0 volume absorvido € aproximadamente constante.

4.4 Creatinina

Os ensaios realizados para o desenvolvimento do método de analise para a

creatinina sdo descritos a sequir.

4.4.1 Testes qualitativos

Os reagentes p-dimetilaminocinamaldeido (p-DAC) e p-
dimetilaminobenzaldeido (p-DAB) sdo muito utilizados em reacfes colorimétricas
pois podem ser utilizados como reagentes cromogénicos para analitos que
contenham nitrogénio em sua composi¢édo, como sulfonamidas (CATELANI, 2014) e
bromoprida (LIMA, 2014). A creatinina e o acido Urico apresentam nitrogénios em
sua estrutura. Também, a ureia, componente nitrogenado majoritario da urina,
produz compostos coloridos com o p-DAC e p-DAB (TOLEDO, 2014). Assim, para
gque ndo haja etapas de clean-up da amostra esses dois reagentes nao foram
utilizados.

Segundo descrito por Narayanan (1980), a reacao de Jaffé (figura 29) é a
mais utilizada por ser simples, rapida, barata e de facil execucéo. Através dessa
reacdo, o picrato alcalino reage com a creatinina produzindo um produto de

coloracado alaranjada (complexo de Janovsky).

? 9 0 ? 9 0 .0 1
o?N+ N+\O_ | O%I\I+ N+\O' o'/'llg II\ho'
+ QN%NH . ILYNH - ’L%NH
Nt O// H N N + \;*N
0" o 0" X% H o'/NQOO :

Figura 29— Proposta de reacao entre a creatinina e o picrato

O acido picrico e o acido 3,5 — dinitrobenzoico, da classe do acido picrico
(ACP) foram submetidos a reacdo, em meio alcalino, com a creatinina em meio

aquoso e em papel. As figuras 30 e 31 apresentam o0s testes qualitativos,
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meramente ilustrativo, na qual a creatinina em concentracdes de 1000 e 250 mg L
foi adicionada aos dois reagentes, para determinar se ocorreria a reagdo e qual a

coloracdo do produto formado.

Figura 30 — Foto ilustrativa dos testes qualitativos da reacdo em meio aquoso de creatinina em
concentragdes de 1000 e 250 mg L1 com acido picrico em (A) e acido 3,5-dinitrobenzoéico em (B),
ambos em meio alcalino. Os tubos & direita de cada imagem representam o branco e a esquerda a

reacao na maior concentragao

| e
!
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Figura 31 — Foto ilustrativa dos testes qualitativos da reacdo em papel de creatinina em
concentracdes de 1000 mg L1 com &cido picrico em (A) e acido 3,5-dinitrobenzoéico em (B), ambos
em meio alcalino. O papel a direita de cada imagem representa o branco e a esquerda a reagcao com
0 analito de interesse

Pelas figuras 30 e 31 foi possivel observar que hd mudanca de coloracao
entre as reacdes sem e com creatinina. Para a rea¢cdo com acido picrico, o produto
formado com a creatinina apresenta coloracdo alaranjada, jA& com o &cido 3,5-
dinitrobenzodico apresenta cor vermelho amarronzado. Quando a reacgdo foi
conduzida no papel, a reagcdo com o ACP também forneceu a coloracao alaranjada
observada em meio aquoso, jA na reacdo da creatinina com o acido 3,5-
dinitrobenzdico foi observada uma coloracdo muito fraca, mesmo na concentragdo
de 1000 mg L' Dessa forma, descartou-se a utlizacdo do &cido 3,5 -
dinitrobenzdico, pois a metodologia seria menos sensivel que com o ACP.
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4.4.2 Obtencao do espectro de absorcédo e canal de maior sensibilidade

ApoOs a determinacdo do reagente cromogénico a ser utilizado para a reacéo
colorimétrica da creatinina, foi determinada a melhor ordem de adicdo dos
reagentes. Para isso foram aplicados 15 pL de cada solucdo no suporte de papel,
resultando no spot test apresentado na figura 32.

() e

Figura 32 — Ordem de adi¢éo do analito e do reagente cromogénico. Em (A) com a ordem
reagente/analito e em (B) analito/ reagente. Concentracéo de creatinina igual a 300 mg L

Pelos spot-test foi possivel concluir que a melhor ordem de adicdo, a que
forneceu uma mancha central e mais uniforme foi a reagente depois analito (figura
32 A). Apés isso, foi obtido o espectro de absor¢cado do produto colorido utilizando
medidas de reflectancia difusa (Figura 33).

Absorbance
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Figura 33 — Espectro de absorcéo do produto colorido formado pela reacdo de Jaffé, obtido pela
reflectancia difusa. Concentracéo de creatinina igual a 300 mg L™

0.0

Como pode ser observado na figura 33 o comprimento de méxima absorcéo

do produto formado € 505 nm. Pela tabela 9 é provavel que o canal de maior
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sensibilidade seja o Verde, G. Para determinar o canal de maior sensibilidade, o
spot-test que foi utilizado na determinacdo do espectro foi digitalizado, obtendo-se

os dados da tabela 10.

Tabela 10 — Valores de intensidade do branco, de intensidade e de absorbancia do produto colorido
Ccrn=300mg Lt n=3

Canal de cor Intensidade branco Intensidade Absorbéancia
Vermelho (R) 252,086 243,968 0,014
Verde (G) 250,042 169,220 0,170
Azul (B) 81,780 80,781 0,005

Fonte: Elaborada pelo autor®.

Como era esperado, o canal de maior absor¢cdo e consequentemente o de
maior sensibilidade é o verde, G. Também, é possivel observar que a resposta
analitica utilizando a imagem digital € cerca de trés vezes menor do que com a

reflectancia difusa (Figura 33).
4.4.3 Estabilidade do produto da reacao
A avaliacdo da estabilidade do produto colorido formado foi realizada por

medidas de reflectancia difusa e de imagem digital um minuto apGés a realizacdo da

aplicacao até trés horas (Figura 34).

4 As tabelas de 10 a 44 foram elaboradas pelo autor.
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Figura 34 — Estabilidade do produto colorido formado entre 1 e 180 minutos. A = 505 nm e canal = G.
Ccrv=250mg L?

Os resultados obtidos no estudo de estabilidade do produto colorido
demonstram que o produto apresenta estabilidade de 2,5 a 180 minutos, pois 0s
valores de absorbancia pelos dois métodos sao aproximadamente constantes nesse
intervalo de tempo. Dessa forma, esse tempo é razodvel para as leituras apos a

aplicacao e secagem.

4.4.4 Estudo dos fatores que podem alterar o sinal analitico

Foram testadas estratégias para o aumento da absorbéncia do produto
formado, ou seja, aumentar a sensibilidade da metodologia, tais como, adicdo de
surfactante e aquecimento. Foi utilizado o surfactante catidbnico SDS, com
concentracdo de 10 x 103 mol L, acima da concentracdo micelar critica (CMC = 8,1
x 10 mol Lt (HINZE, 1993)) e o surfactante aniénico DTAB em concentracdo de
18,0 x 103 mol L1 (CMC = 11,0 a 16,0 x 103 mol L (HINZE, 1993)).

O aquecimento do meio reacional foi feito por 60 segundos com auxilio de um
secador de cabelo doméstico.

A adicdo de SDS a solucdo de ACP em meio bésico faz com que haja a

precipitacdo do reagente. Também, a adicdo de surfactante ao meio reacional faz
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com gque a solucdo adicionada ao spot-test ou ao PPAD ultrapasse a barreira
hidrofébica, dessa forma, ndo é possivel adicionar surfactantes ao meio reacional
guando se utiliza barreiras hidrofébicas construidas com impressora a base de cera.

A absorbancia do spot-test sem aquecimento foi de 0,171+0,034 para a
reflectancia e 0,057+£0,002 para a imagem digital. Com aquecimento a absorbancia
foi de 0,212+0,011 para a reflectancia e 0,071+0,008 para a imagem digital (Ccrn =
200 mg L; n = 3). O aguecimento aumentou o sinal analitico em aproximadamente
25%, o que era esperado, pois na literatura a reacéo é descrita como dependente da
temperatura (NARAYANAN, 1980).

4.4.5 Otimizacdo das condicOes experimentais

A otimizacdo das condicdes experimentais foi feita utilizando planejamento

fatorial e na sequéncia o planejamento composto central.

4.45.1 Planejamento fatorial

Utilizando o software estatistico Minitab 16 foi elaborada uma matriz de
planejamento fatorial do tipo 23, na qual os fatores estudados foram: concentragéao
de acido picrico, concentracdo de OH™ e tempo de aquecimento. Na tabela 11 esta
descrito os fatores utilizados, juntamente com seus niveis e codificacbes. Na tabela

12 estdo os niveis de cada fator em cada ensaio realizado.

Tabela 11 — Descricao dos niveis e codificacdo de cada fator

Fatores Minimo (-1) Méximo (+1)
Concentracdo de ACP (mol L?) 0,01 0,02
Concentracdo de OH (mol LY) 0,50 0,75

Tempo de aguecimento (S) 10 60




Tabela 12 — Matriz de ensaios descrevendo os fatores codificados utilizados no planejamento

experimental

Ensaio CONEBTIESED COTBENIEEET Tempo de aquecimento
de ACP de OH
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
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Os resultados de absorbancia obtidos por meio da reflectancia e da imagem

Tabela 13 — Resultados dos ensaios do planejamento experimental por meio da reflectancia e

digital estdo dispostos na tabela 13.

imagem digital. Ccrn =200 mgLten=3

Ensaio Absorbancia Absorbancia
(A =505 nm) (canal verde)

1 0,356+0,014 0,081+0,004

2 0,380+0,011 0,088+0,005

3 0,355+0,005 0,083+0,003

4 0,376+0,018 0,092+0,004

5 0,526+0,008 0,132+0,006

6 0,510+0,023 0,143+0,006

7 0,435+0,009 0,101+0,006

8 0,432+0,017 0,119+0,008

O tratamento dos dados obtidos foi realizado com auxilio dos softwares

estatisticos Minitab 16 e STATISTICA verséo 7. As figuras 35 e 36 representam o0s
graficos de pareto quando a deteccdo é realizada com a reflectancia e com a

imagem digital, respectivamente.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Absorbancia (canal verde)
2**(3-0) design; MS Residual=,0000028
DV: Absorbancia (canal verde)

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

p=,05

Figura 35 — Gréfico de pareto para a analise de creatinina pela reacdo de Jaffé com deteccédo por
reflectancia

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Absorbancia (A= 505 nm)
2**(3-0) design; MS Residual=,0000347
DV: Absorbancia (A= 505 nm)

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 36 — Gréfico de pareto para a analise de creatinina pela reacdo de Jaffé com detecc¢édo por
imagem digital
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7

Através dos graficos de pareto é possivel verificar que o fator que mais
influencia o sistema e que altera significativamente o sistema, com intervalo de
confianca de 95 % (p = 0,05), é o tempo de aquecimento. O fator de menor
influéncia é a concentracdo de acido picrico e o de influéncia intermediaria € a
concentracdo de OH". Para entender melhor os resultados e facilitar a analise foram
construidos gréficos de efeitos principais para cada técnica.

As figuras 37 e 38 mostram os graficos de efeitos principais dos fatores para a
reflectancia e a imagem digital, respectivamente. O nivel do fator que fornece maior
absorbancia é o ponto localizado acima da linha horizontal, dessa forma, pelos
graficos € possivel observar que a maior absorbancia é alcancada quando a
concentracdo de ACP e o tempo de aquecimento estdo no maior nivel e quando a
concentracdo de OH" estd no nivel minimo. Quanto maior a inclinacdo maior a

influéncia do efeito na resposta, logo, o tempo de aquecimento é o efeito de maior

influéncia.
Main Effects Plot for Absorbancia (A = 505 nm)
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Figura 37 — Grafico de efeitos principais para a detecc¢éo por reflectancia



Main Effects Plot for Absorbancia (canal verde)
Data Means
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Figura 38 — Grafico de efeitos principais para a detecc¢do por reflectancia

Tendo em vista os resultados obtidos, um novo planejamento, o planejamento
composto central ou superficie de resposta, foi realizado para encontrar a condicao
experimental 6tima. Foram utilizadas as duas variaveis de maior influéncia, o fator
de menor influéncia, a concentracdo de ACP, foi mantido no nivel de maior resposta
(0,02 mol LY).

4.4.5.2 Planejamento composto central

A partir dos ensaios do planejamento fatorial 23, verificou-se que a influéncia
dos fatores no sinal analitico foi em ordem decrescente: tempo de aquecimento,
concentracdo de OH" e concentracdo de ACP. Dessa forma, o novo planejamento foi
utilizado para encontrar as melhores condi¢cdes de andlise, ou seja, que forneca a
maior resposta analitica, em relacédo as duas variaveis de maior influéncia, o tempo
de aquecimento e a concentracdo de OH-.

Na sao tabela 14 apresentados os valores codificados e n&do-codificados para

os fatores utilizados no planejamento.



Tabela 14 — Fatores codificados e ndo-codificados utilizados no planejamento composto central

Frcels Tempo de Concentracéo Tempo de Concentracéo

aquecimento de OH aquecimento (s) | de OH (mol L)
1 -1 -1 15 0,40
2 1 -1 75 0,40
3 -1 1 15 0,70
4 1 1 75 0,70
5 -1,41 0 2,6 0,55
6 1,41 0 87,4 0,55
7 0 -1,41 45 0,34
8 0 1,41 45 0,76
9 0 0 45 0,55
10 0 0 45 0,55
11 0 0 45 0,55
12 0 0 45 0,55
13 0 0 45 0,55
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Na sao tabela 15 apresentados os valores de absorbancia para cada ensaio

Tabela 15 — Valores de absorbancia de cada ensaio do planejamento utilizando detecgéo por

do planejamento utilizando as duas técnicas.

reflectancia (A = 505 nm) e imagem digital (canal verde). Ccrn =200 mgL1en=3

Absorbancia

Absorbancia

SElie (A =505 nm) (canal verde)
1 0,384+0,010 0,083+0,005
2 0,540+0,020 0,161+0,002
3 0,384+0,010 0,089+0,005
4 0,459+0,006 0,091+0,004
5 0,471+0,027 0,128+0,009
6 0,497+0,018 0,120+0,001
7 0,607+0,025 0,197+0,007
8 0,534+0,021 0,164+0,010
9 0,581+0,009 0,189+0,003
10 0,593+0,018 0,181+0,009
11 0,555+0,028 0,178+0,011
12 0,551+0,034 0,177+0,010
13 0,586+0,013 0,189+0,007

Os gréficos de superficie de resposta e curva de nivel dos dados

apresentados na tabela 15 estdo representados nas figuras de 39 a 42.
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Fitted Surface; Variable: Abs
2 factors, 1 Blocks, 13 Runs; MS Residual=0029846
DV: Abs
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Figura 39 — Superficie de resposta obtida através dos resultados da tabela 15 do planejamento
composto central da tabela 14, utilizando a reflectancia difusa como deteccao

Fitted Surface; Variable: Abs
2 factors, 1 Blocks, 13 Runs; MS Residual=,0029846
DV: Abs
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Figura 40 — Gréfico de contorno obtido através dos resultados da tabela 15 do planejamento
composto central da tabela 14, utilizando a reflectancia difusa como deteccao




Fitted Surface; Variable: Abs
2 factors, 1 Blocks, 13 Runs; MS Residual=,0007957
DV: Abs
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Figura 41 — Superficie de resposta obtida através dos resultados da tabela 15 do planejamento
composto central da tabela 14, utilizando a imagem digital como deteccao

Fitted Surface; Variable: Absorbancia (canal verde)
2 factors, 1 Blocks, 13 Runs; MS Residual=,0007957
DV: Absorbancia (canal verde)
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Figura 42 — Grafico de contorno obtido através dos resultados da tabela 15 do planejamento
composto central da tabela 14, utilizando a imagem digital como deteccao
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Através das figuras 39 a 42 € possivel observar que hd uma regido de maior
absorbancia situada entre concentracéo de OH" de 0,37 a 0,52 mol L! e entre tempo
de aquecimento de 40 a 70 segundos. Essa regido € demarcada pela coloracao
vermelha mais escura das figuras. Essa regido fornece as condicbes oOtimas de
concentracdo de OH- e tempo de aquecimento, ou seja, maior sensibilidade
analitica.
A equacdo para a curva de nivel utilizando a reflectancia difusa como
deteccao é:
Abs = —0,0,4057 + 0,01018t — 0,00007t? + 1,16686Cou- — 1,01677C3 - — 0,00450tCoy- (Equacio 7)
A equacdao para a curva de nivel utilizando a imagem digital como deteccéo é:
Abs = —0,14673 + 0,00670t — 0,00005t% + 0,72012Coy- — 0,56663C(2)H— — 0,00421tCoyz- (Equacdo 8)
As equacdes das curvas de nivel fornecem os valores criticos dos dois fatores

estudados, como pode ser visto na tabela 16.

Tabela 16 — Valores criticos de concentracdo de OH- e de tempo de aquecimento

Técni Concentracéo de OH | Tempo de aquecimento
échica i
(mol L?) (s)
Reflectancia difusa 0,451 55,6
Imagem digital 0,437 53,3

Pela tabela 16 € possivel verificar que houve boa concordancia quanto aos
pontos criticos pelas duas técnicas. As duas equacbes da superficie fornecem
valores maximos de absorbéancia iguais a 0,587 e 0,189 para reflectancia e imagem
digital, respectivamente. Para confirmar experimentalmente os valores tedricos de
maxima absorbancia, foram realizados experimentos com os valores criticos dos
reagentes. Os resultados estdo descritos na tabela 17 e demonstram que ndo ha
diferencga significativa entre os valores experimentais e tedricos, uma vez que 0s
valores de t de Student calculados ndo excedem o valor tabelado de 4,303 para dois

graus de liberdade e intervalo de confianca de 95%.

Tabela 17 — Confirmacao do maximo de absorbancia da superficie de resposta. Ccrn =200 mg Lt e

n=3
- N Absorbancia a
Técnica Absorbancia tedrica experimental t calculado
Reflectancia difusa 0,587 0,586+0,015 0,085
Imagem digital 0,189 0,184+0,006 1,580

aValores criticos de t ao nivel de confianga de 95% e dois graus de liberdade; t tabelado igual a 4,303.
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A otimizagdo das condigbes experimentais utilizando planejamento
experimental fez com que o sinal analitico para a reagdo aumentasse. Utilizando as
condicbes ndo otimizadas antes do planejamento a absorbancia do canal verde
apresentou o valor de 0,071 com aquecimento e utilizando as condi¢des fornecidas
pelo planejamento fatorial o valor foi de 0,143, na condi¢cdo de maior influéncia dos
fatores. Nas condi¢des otimizadas o valor de absorbancia foi de 0,184.

4.4.6 Condi¢des do pPAD

Os experimentos anteriores foram realizados para determinar as condigoes
experimentais ideais para o0 desenvolvimento da metodologia de analise de
creatinina em urina (Tabela 18). Devido a concordancia dos resultados entre as
técnicas de deteccdo, selecionou-se a imagem digital por ser a mais acessivel

comercialmente.

Tabela 18 — Condi¢des experimentais para a determinacéo de acido Urico em urina

Variavel Concentracéo Concentracéo de &cido Tempo de
de OH (mol L) picrico (mol L) aquecimento? (s)
Variavel otimizada 0,437 0,02 50

a Obtido através da média dos tempos de aquecimento para a CRN e AU.

Iniciou-se o0s experimentos da reacdo colorimétrica da creatinina no
dispositivo analitico, determinando-se em qual zona seria colocado o reagente para
obter uma coloracdo mais uniforme. Porém, ao adicionar o reagente em uma das
zonas e adicionar a amostra ap0s o0 reagente seco, ndo houve reacdo imediata,
somente no outro dia € que a coloracdo alaranjada caracteristica do produto
formado foi observada. Dessa forma, buscou-se estratégias para que mesmo apos a
secagem do reagente, a reagdo entre ACP e creatinina ocorresse em pouco tempo.

Duplicando-se a concentracdo de OH™ do reagente a reacdo ocorreu mais
rapido, com aparecimento da coloracdo apds o aquecimento. E provavel que parte
do hidroxido interaja com os grupos OH da celulose, ndo estando disponivel para a
reacdo desejada. Dessa maneira, € necessario o0 aumento da concentracdo de OH-
no reagente. Ao aumentar a concentragao de hidroxido no meio, a solubilidade do
acido picrico diminui, assim, para dobrar a concentracdo de OH" é preciso diminuir

pela metade a concentracdo de ACP.
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Com as novas condi¢des foi determinada em qual zona seria colocado o
reagente para obter uma coloracdo mais uniforme.

Pela figura 43 A e B é possivel verificar que quando o reagente se encontra
na zona de captacdo a coloracdo da zona de teste € mais uniforme e todo o
reagente reage com a creatinina. Também, quando o reagente est4 na zona de
captacdo o efeito meia lua, que é o efeito conhecido quando o formato que o produto

colorido assume é o da figura 43 C e D, € diminuido.

em OH"

Figura 43 — Em (A) e (B) o pPAD com ACP em OH- na zona de captagéo, sendo em (A) o branco da
reacdo e em (B) areacédo com CRN. Em (C) e (D) o ACP em OH- na zona de teste, sendo em (D) o
branco da reacéo e em (C) a reagdo com CRN

O volume adicionado dos reagentes em cada zona é importante, pois o
aumento do volume adicionado aumenta o sinal analitico e diminui o desvio padréao
(EVANS, 2014). Por isso, em cada zona foi adicionado volumes crescentes de
reagentes de 0,5 a 3 pL, para estudar sua influéncia. Os resultados obtidos estéo
descritos na figura 44 e demonstram que com o aumento do volume de reagente
houve aumento da absorbancia e diminuicdo do desvio-padrdo. Para a concentracao
de OH-igual a 1,0 mol L%, o patamar de absorbancia de aproximadamente 0,175 e o
menor desvio-padrdo, sdo alcancados em um volume menor do que em
concentracdo de OH- igual a 0,9 mol L. Dessa forma, sera utilizado 2 pL do

reagente preparado em meio de concentracdo de OH-igual a 1,0 mol L.
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Figura 44 — Média e desvio-padrdo da absorbancia da reacao colorimétrica da CRN com a variagéo
do volume de reagentes e concentragcdo de OH- diferentes. n =3 e Ccrn =350 mg L

4.4.7 Curva analitica

Com as condi¢cdes experimentais otimizadas foi construida uma curva de
calibracdo de concentracdo de creatinina, variando de 50 a 600 mg L, em funcéo
da absorbancia do canal verde. Pela figura 45 é possivel concluir que ha relacao
linear entre absorbancia e concentracéo na faixa estudada.
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Figura 45 — Curva de calibracdo de absorbancia em funcdo da concentragdo. Ccrn = 50 a 600
mg L1. Canal de cor utilizado = verde

A curva de calibracdo apresenta a seguinte equacédo de reta: A = 0,02229 +
0,0004010 Ccrn, com coeficiente de determinacéo (R?) igual a 0,998.
A determinacdo semi-quantitativa visual pode ser feita através dos resultados

apresentados na paleta de cores da tabela 19.

Tabela 19 — Determinag¢é@o semi-quantitativa visual de diferentes concentragdes da curva analitica da
CRN

Concentragéo de
CRN (mg L)

0 50 100 150 200 300 400 500 600

Zona de teste

O limite de deteccao, LD, e de quantificacdo, LQ, foram calculados como
definidos pela IUPAC (LONG, 1983) seguindo as equacbes 9 e 10. Sendo que a
meédia da absorbancia de 10 brancos foi de 0,0010 e o desvio-padrao de 0,0021.

3 x SD branco

LD = E 50 9
inclinacdo da curva analitica (Equagdo 9)
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LO = 10 x SD branco . 10
Q= inclinacdo da curva analitica (Equagéo 10)

Dessa forma, o LD e LQ para o método proposto foram de 15,7 e 52,4 mg L,
respectivamente.

Os limites inferiores dos valores de referéncia para individuos normais,
descritos no item 1.3, sdo de 640 mg L para mulheres e 815 mg L para homens.
Como o LD e o LQ sdo muito menores que esses limites inferiores, € possivel aplicar
a metodologia desenvolvida em amostras com muito menos creatinina que 0s
valores de referéncia, como séo os casos de pacientes com insuficiéncia renal.

A repetibilidade da curva analitica € expressa pela porcentagem do desvio
padréo relativo (%RSD) (TAVERNIERS, 2004) e é definida pela equacédo 11:

100x SD

%RSD = — (Equacao 11)

A repetibilidade pode variar conforme a matriz e a concentragdo do analito.
Para amostras bioldgicas o valor pode variar até cerca de 15 % nas concentracdes
limites e 10% para as demais concentracbes (HUBER, 1998). Os valores obtidos de
%RSD para as repetibilidades intra-dia e inter-dia encontram-se na tabela 20. Pode-
se verificar que que as porcentagens calculadas estdo abaixo do limite aceitavel,

dessa maneira, a metodologia € repetitiva.

Tabela 20 — Porcentagem de repetibilidades intra-dia e inter-dia para a creatinina

Concentracdo (mg L)

Repetibilidade intra-dia

Repetibilidade inter-dia

(%RSD) (%RSD)
150 3,3 3,8
400 2,6 4,6

4.4.8 Estudo de interferentes

O estudo de interferéncia foi realizado através do calculo do fator de
interferéncia para os compostos descritos em 3.3.13. O fator de interferéncia é
calculado utilizando a seguinte equacao 12 (ANDRADE, 1993):

_ Abs(analito + interferente)
Abs(analito)

Um fator de interferéncia, Fl, igual a 1,00 significa que o composto nao

(Equacdo 12)

perturba o sistema nas condi¢des estudadas. Um Fl maior que 1,00 significa que o
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composto exerce interferéncia positiva, aumentando o sinal analitico, enquanto que
FI menor que 1,00 significa que ha interferéncia negativa, na qual o composto
diminui o sinal analitico. A interferéncia de um composto € significativa quando FI <
0,90 ou FI > 1,10 (ALMEIDA, 2008).

Pela tabela 21 é possivel concluir que nenhum dos compostos testados
apresenta interferéncia na determinacdo da creatinina, pois todos os fatores de

interferéncia estao entre 0,96 e 1,04.

Tabela 21 — Fator de interferéncia para a creatinina dos possiveis compostos presentes na urina

Composto . tFa]EorAde. . tFa]EorAde.
~ L interferéncia interferéncia
(Relacéo analito:interferente) (reflectancia) (imagem digital)

Acetona (1:1) 1,00 1,01
Acido ascorbico (1:1) 1,02 1,00
Acido drico (1:1) 1,00 1,02
Albumina (1:1) 1,00 0,99
Bilirrubina (25:1) 1,00 1,01
Creatina (1:1) 0,97 0,97
Glicose (1:1) 1,00 1,00
Piruvato (1:1) 1,01 1,02
Ureia (1:1) 1,01 1,02
Ureia (1:10) 1,02 0,99
CaClz (1:1) 0,98 0,96
KCI (1:1) 1,03 1,01
KH2SO4 (1:1) 1,01 1,01
Na2S04 (1:1) 0,99 0,99
NaCl (1:1) 1,03 1,04
NH4CI (1:1) 1,01 1,02

4.5 Acido Urico

Os resultados descritos a seguir foram realizados para o desenvolvimento da

metodologia para analise do &acido urico.
4.5.1 Testes qualitativos
Tradicionalmente o &cido Urico em soro, plasma ou urina € determinado pelo

método colorimétrico que emprega o &acido fosfotungstico em meio alcalino,

formando o azul de tungsténio, medido no comprimento de onda de 700 nm. Porém,



86

pode ocorrer turvagcdo da solucdo no decorrer da reacédo devido a precipitacdo de
proteinas, além de compostos como &cido ascorbico e glicose reduzir o &cido
fosfotlngstico produzindo resultados elevados falsos (TRIVEDI, 1978).

O método do acido fosfotingstico se baseia no fato de o acido Urico ser um
agente redutor, ou seja, apresenta a capacidade de reduzir substancias se oxidando.
Essa propriedade foi utilizada para desenvolver a nova metodologia.

O Fe?®* na presenca de acido Urico é reduzido a Fe?*. O hexacianoferrato(lll)
de potassio, Ks[Fe(CN)s], e a 1,10-Fenantrolina foram testados como agentes
cromogénicos. A solucdo de hexacianoferrato(lll) e Fe3®" apresenta coloracdo
levemente amarelada, que ao adicionar solucao de &cido Urico se torna azul, devido
a reducdo do Fe®* livre e no complexo a Fe?*, gerando o azul da Prussia. Nas
condicBes utilizadas houve precipitacdo do produto colorido, o que representa um
problema para medidas por espectrofotometria, mas nao por reflectancia difusa
utilizando reacdo em papel. A solucdo de 1,10-Fenantrolina e Fe3* apresenta
coloracdo amarelada, porém, ao adicionar solucdo de &cido Urico se torna
avermelhada, devido a reducéo do Fe3®* a Fe?*, gerando o complexo [Fe(fen)s]?*. As

reacoes em meio aquoso e em papel com os dois reagentes estédo ilustradas nas

figuras 46 e 47, respectivamente.

cA0 em meio aquoso do ééido drico em concentracdes de
1000 e 250 mg L com Fe®"/1,10-Fenantrolina em (A) e Fe3*/hexacianoferrato(lll) em (B). Os tubos a direita de
cada imagem representam o branco e a esquerda a reagdo na maior concentracao
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(A) (B) %

Figura 47 — Foto ilustrativa dos testes qualitativos da reacao em papel do acido Urico em
concentracdes de 250 mg L1 com Fe®*/1,10-Fenantrolina em (A) e Fe3*/hexacianoferrao(lll) em (B). O
papel a direita de cada imagem representa o branco e a esquerda a reagdo com o analito

Diferente do que ocorreu em meio aquoso, 0 branco da reacdo de
Fe3*/hexacianoferrato (lll) apresentou absor¢do no mesmo comprimento de onda do
produto colorido, com crescente absorbancia com o passar do tempo. Ja a reacao
Fe3*/1,10-Fenantrolina com e sem &cido Urico apresentou boa diferenciacdo do
branco e do analito. Porém, o branco também apresentou coloracdo, mas depois de
decorrido muito tempo. Para diminuir a possivel interferéncia da adicdo de Fe®* e
1,10 — fenantrolina, os dois sdo adicionados separadamente, essa solucdo nao
alterou a coloragédo do branco da reagcdo com hexacianoferrato (lll). Dessa forma,
foram selecionados os reagentes Fe®* e 1,10-Fenantrolina para a nova metodologia

de anélise de &cido urico.
4.5.2 Determinacdo da estequiometria da reacao

A reacdo de complexacdo do ferro (II) € bem conhecida e estd descrita na
literatura. Nela trés moléculas de 1,10-Fenantrolina combinam-se, por meio de
doacdo de pares de elétrons, com um ion Fe?* formando o complexo [Fe(fen)s]?* de

coloragéo avermelhada, como descrito na figura 48.

X

N |
| N,
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Figura 48 — Reacéao de 1,10-Fenantrolina com Fe?* formando o [Fe(fen)s]?*

A reacgdo entre o Fe®* e o acido Urico ndo esta descrita na literatura. Dessa
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forma, é importante determinar a estequiometria dessa reagéo. Para isso foi utilizado
0 método de Job, ou método das Variagbes Continuas (SURESHA, 2008). Nele
solucdes de Fe3* e &cido Urico em concentragbes analiticas iguais sdo misturadas de
maneira que o volume total e o numero de mols total de cada uma das misturas
sejam constantes, mas a razdo molar dos reagentes deve variar de forma
sistematica. Dessa forma, foram preparadas solucdes variando a fragdo molar de
acido urico e utilizando excesso de 1,10 — fenantrolina. A absorbancia da solucéo foi
medida no comprimento de onda de 510 nm com auxilio do espectrofotdmetro em
cubeta de vidro de 1,0 cm de caminho 6tico. A figura 49 representa os resultados

obtidos.
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Figura 49 — Gréfico de Job para a determinacdo da estequiometria da reacdo de Fe3* e AU. A =510
nm

Pela figura 49 é possivel identificar o maximo de absorbancia na fracdo molar,
Xau, igual a 0,33, ou seja, a maior absorbancia ocorre quando a relacdo
estequiométrica é 1 AU : 2 Fe®*, sendo essa a estequiometria da reagéo.

Simoyi (2003) descreve que o produto para a reacdo de oxidacdo do acido
arico é a alantoina. A reacdo de conversdo do &cido Urico a alantoina esta descrita
na figura 50. Dessa maneira, acredita-se que o produto da reacédo do AU com o Fe3*

seja a alantoina como ilustrado na figura 51.
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Figura 50 — Reacao de conversao do acido Urico a alantoina
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Figura 51 — Reacao global do &cido arico com Fe®* e 1,10 — fenantrolina

4.5.3 Obtencao do espectro de absorcédo e canal de maior sensibilidade

Determinados 0s reagentes cromogénicos a serem utilizados e a
estequiometria da reacdo, o desenvolvimento da nova metodologia de analise de
acido urico foi iniciada com a determinacdo da ordem de adicdo dos reagentes. Foi
utilizado 10 pL de cada reagente ou analito. A figura 52 ilustra as diferentes ordens
de adicéo.

Pelos spot-test é possivel concluir que a melhor ordem de adicdo, a que
fornece uma mancha central, mais uniforme e mais intensa, é Fe3* + AU + 1,10 —
fenantrolina. Apos essa definicdo, foi obtido o espectro de absorcdo do produto
colorido utilizando a reflectancia difusa (Figura 53).
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Figura 52 — Ordem de adicao dos reagentes e do analito no spot-test. Concentra¢éo de &cido Urico
igual a 200 mg L
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Figura 53 — Espectro de absor¢do do produto colorido obtido da reagdo entre o Fe®*, AU e 1,10 —
fenantrolina. Cau = 200 mg L

Como pode ser observado na figura 53 o comprimento de méaxima absorcéo
do produto formado é 515 nm. Pela tabela 9, também, é provavel que nessa reacao
o canal de maior sensibilidade seja o Verde, G. Para determinar o canal de maior
sensibilidade o spot-test que foi utilizado na determinacdo do comprimento de onda

de maxima absorcao foi digitalizado; os dados obtidos estédo descritos na tabela 22.
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Tabela 22 — Valores de intensidade do branco, de intensidade e absorbéncia do reagente na
presenca de acido Urico em concentragdo iguala200 mg L. n=3

Canal de cor Intensidade branco Intensidade Absorbéancia
Vermelho (R) 247,482 242,805 0,008
Verde (G) 233,056 165,740 0,148
Azul (B) 189,506 151,082 0,098

Como era esperado, o canal de maior absorcdo e consequentemente o de
maior sensibilidade é o verde, G. Da mesma forma que para a creatinina a detec¢ao

por imagem digital € menos sensivel do que a reflectancia difusa.
4.5.4 Estabilidade do produto da reacao
A avaliacdo da estabilidade do produto colorido formado foi realizada por

medidas de reflectancia difusa e de imagem digital um minuto apGés a realizacdo da
aplicacédo até duas horas (Figura 54).
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Figura 54 — Estabilidade do produto colorido formado entre 1 e 120 minutos. A = 515 nm e canal = G.
Ccrv =200 mg L1

Os resultados obtidos no estudo de estabilidade do produto colorido
demonstram que o produto apresenta estabilidade de 10 a 75 minutos, pois 0s

valores de absorbancia pelos dois métodos sdo aproximadamente constantes nesse
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intervalo de tempo. Dessa forma, esse tempo € razoavel para as leituras apos a

aplicacao e secagem.

4.5.5 Fatores que alteram o sinal analitico

455.1 Concentracdo de H* e pH

Dependendo do pH a solugdo de Fe3* pode sofrer hidrélise gerando
hidroxicomplexos de ferro e/ou precipitado de hidroxido de ferro (BAES, 1976). Para
evitar a precipitacdo e manter no meio o ferro na forma idnica € necessario manter o
meio &cido. Assim, foram feitos experimentos com concentracdoes de HCI variando
entre 0,5 a 1 mol L para verificar se a concentracdo de H* altera a resposta
analitica, como mostrado na tabela 23.

Segundo a literatura, a faixa de pH na qual a metodologia, empregando 1,10-
Fenantrolina como complexante de Fe?* é quantitativa, é de 2 a 9 (SANDELL, 1959).
Dessa forma, é necessario ajustar o pH do meio apés a adicédo do ferro (Ill) em meio
acido para garantir que esteja nessa faixa. Assim, foram feitos experimentos com a
adicdo de acetato de sbdio a solugéo de 1,10-Fenantrolina para que ao misturar 0s
reagentes fosse formado um tampéo de pH na faixa de 4 a 5, cujos resultados

encontram-se na tabela 24.

Tabela 23 — Estudo da variagdo da concentracdo de H* na solucdo de Fe®*. n = 3. Cau = 250 mg L.

pH=4
Concentragao HCI Absorbancia (reflectancia) | Absorbéncia (imagem)
(mol L) (A=515nm) (canal verde)
0,50 0,376+0,011 0,145+0,005
0,75 0,384+0,047 0,142+0,009
1,0 0,372+0,031 0,144+0,010

Tabela 24 — Estudo da variacdo do pH do meio por meio de adicdo de acetato de sédio & solugdo de
1,10 - fenantrolina. n = 3, Cau =250 mg L't € Chci = 0,5 mol L?

H Absorbancia (reflectancia) | Absorbancia (imagem)
P (A=515 nm) (canal verde)

4 0,376+0,011 0,145+0,005
4,5 0,392+0,009 0,148+0,006

5 0,379+0,014 0,141+0,011

Pelos resultados das tabelas 23 e 24 é possivel observar que ndo ha variacao
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significativa com a mudanca da concentracdo de H* na solucdo de Fe®* e nem pela
alteracdo do pH. Dessa forma, sera utilizada a concentragdo de HCI igual a 0,5 mol

L1 e pH igual a 4 por motivo de economia de reagentes.

45.5.2 Aguecimento do meio reacional

A estratégia para o aumento da sensibilidade da reacdo colorimétrica do acido
arico foi a mesma utilizada para a creatinina, 0 aguecimento com o secador de
cabelos por 60 segundos. A adicdo de surfactante também ndo pode ser utilizada
por ultrapassar as barreiras hidrofébicas.

Como pode ser observado na tabela 25, o aquecimento aumentou o sinal
analitico em aproximadamente 20%, dessa maneira, 0 aquecimento sera um dos

fatores utilizados no planejamento experimental.

Tabela 25 — Valores de absorbancia obtido para os ensaios de aumento de sensibilidade n = 3, Cau =
250 mg L, pH =4 e Chci = 0,5 mol L?

Estratégia Absorbancia (reflectancia) | Absorbancia (imagem)
(A=515nm) (canal verde)
Sem aquecimento 0,371+0,025 0,139+0,012
Com aquecimento 0,447+0,027 0,168+0,004

4.5.6 Otimizacdo das condi¢Bes experimentais

A otimizacdo das condi¢cdes experimentais foi feita utilizando planejamento

fatorial e na sequéncia o planejamento composto central.

4.5.6.1 Planejamento fatorial

Foi elaborada uma matriz de planejamento fatorial do tipo 23, com auxilio do
software estatistico Minitab 16, na qual os fatores estudados foram: concentracéo de
1,10 — fenantrolina, concentracdo de Fe3* e tempo de aquecimento. Na tabela 26
séo descritos os fatores utilizados, juntamente com seus niveis e codificagbes. Na

tabela 27 sdo descritos os niveis de cada fator em cada ensaio realizado.



Tabela 26 — Descricao dos niveis e codificacdo de cada fator

Fatores Minimo (-1) Maximo (+1)
Concentracdo de Fe** (mol L?) 0,02 0,04
Concentracdo de 1,10-Fenantrolina (mol L) 0,06 0,12
Tempo de aguecimento (S) 10 60

Tabela 27 — Matriz de ensaios descrevendo os fatores codificados utilizados no planejamento
experimental

Ensaio Concentracdo de | Concentracdo Qe Tempo de
Fe3* 1,10 —fenantrolina | aquecimento
1 -1 -1 -1
2 -1 +1 -1
3 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 -1 +1 +1
7 +1 -1 +1
8 +1 +1 +1
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Os resultados de absorbancia obtidos por meio da reflectancia e da imagem

digital estdo dispostos na tabela 28.

Tabela 28 — Resultados dos ensaios do planejamento experimental por meio da reflectancia e da
imagem digital. Cau =250 mgLten=3

Ensaio Absorbancia Absorbancia
(A=515nm) (canal verde)

1 0,343+0,026 0,138+0,002

2 0,371+0,035 0,172+0,008

3 0,295+0,007 0,135+0,007

4 0,366+0,016 0,178+0,001

5 0,378+0,047 0,180+0,011

6 0,385+0,014 0,192+0,010

7 0,335+0,036 0,172+0,002

8 0,396+0,015 0,189+0,007

O tratamento dos dados obtidos foi realizado com auxilio dos softwares

estatisticos Minitab 16 e STATISTICA verséo 7. As figuras 55 e 56 representam 0s

graficos de pareto quando a deteccdo é realizada com a reflectancia e com a

imagem digital, respectivamente.
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Figura 55 — Gréfico de pareto para a anélise de acido arico com deteccao por reflectancia

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Absorbancia (cananl verde)
2**(3-0) design; MS Residual=,0000036
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Figura 56 — Grafico de pareto para a analise de &cido Urico com detecgdo por imagem digital
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Por meio do grafico de pareto com deteccdo por imagem digital é possivel
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verificar que os fatores que mais influenciam o sistema e que alteram
significativamente o sistema, com intervalo de confianca de 95 % (p = 0,05), é a
concentracdo de Fe®* e o tempo de aquecimento. O fator de menor influéncia é a
concentracdo de 1,10 - fenantrolina. Para entender melhor os resultados e facilitar a
andlise foram construidos graficos de efeitos principais para cada técnica.

As figuras 57 e 58 representam os gréaficos de efeitos principais dos fatores
para a reflectancia e a imagem digital, respectivamente. As duas técnicas fornecem
qgue a maior sensibilidade ocorre quando a concentracdo de Fe3* e o tempo de
aquecimento estdo no maior nivel e quando a concentracdo de 1,10-Fenantrolina
esta no menor nivel. Pela detec¢do por imagem, que ird ser utilizado na detec¢éo do
UPAD, os fatores de maior influéncia sdo o tempo de aquecimento seguindo pela

concentragdo de Fe3*, o que concorda com o grafico de pareto.

Main Effects Plot for Absorbancia (A = 515 nm)
Data Means

Concentragdo de Fe3+ Concentracdo de 1,10 - fen
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Figura 57 — Grafico de efeitos principais para a deteccéo por reflectancia
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Main Effects Plot for Absorbancia (canal verde)
Data Means
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Figura 58 — Gréfico de efeitos principais para a detec¢éo por imagem digital

Tendo em vista os resultados obtidos, um novo planejamento, o planejamento
composto central ou superficie de resposta, foi realizado com duas varidveis de
maior influéncia para encontrar a condi¢cdo experimental 6tima, a concentracdo de
1,10 - fenentrolina, de menor influéncia, foi mantido no nivel de maior resposta (0,06

mol L1).

4.5.6.2 Planejamento composto central

A partir dos ensaios do planejamento fatorial 23 da imagem digital, a técnica
que serd utilizada nos pPPAD, verificou-se que a influéncia dos fatores no sinal
analitico foi em ordem decrescente: tempo de aquecimento, concentracdo de Fe3* e
concentracéo de 1,10 - fenantrolina. Dessa forma, o novo planejamento encontrara
as melhores condi¢cbes de analise, ou seja, que forneca a maior resposta analitica,
em relacdo as duas variaveis de maior influéncia, o tempo de aquecimento e a
concentracéo de Fed*,

Na tabela 29 sao apresentados os valores codificados e n&do-codificados para

os fatores utilizados no planejamento.



Tabela 29 — Fatores codificados e ndo-codificados utilizados no planejamento composto central
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Frcels Tempo de Concentracao Tempo de Concentracéo
aquecimento de Fe®* aquecimento (s) | de Fe3* (mol L?)
1 -1 -1 15 0,020
2 1 -1 75 0,020
3 -1 1 15 0,050
4 1 1 75 0,050
5 -1,41 0 2,6 0,035
6 1,41 0 87,4 0,035
7 0 -1,41 45 0,014
8 0 1,41 45 0,056
9 0 0 45 0,035
10 0 0 45 0,035
11 0 0 45 0,035
12 0 0 45 0,035
13 0 0 45 0,035

Na tabela 30 sdo apresentados os valores de absorbancia para cada ensaio

do planejamento utilizando as duas técnicas.

Tabela 30 — Valores de absorbancia de cada ensaio do planejamento utilizando detecgéo por
reflectancia (A = 515 nm) e imagem digital (canal verde). Concentragdo de AU =250 mgLten=3

Absorbancia

Absorbancia

ik (A=515nm) (canal verde)
1 0,413+0,004 0,178+0,009
2 0,447+0,013 0,192+0,004
3 0,404+0,016 0,211+0,007
4 0,397+0,008 0,217+0,004
5 0,406+0,016 0,203+0,008
6 0,411+0,018 0,205+0,008
7 0,377+0,015 0,191+0,011
8 0,453+0,016 0,232+0,011
9 0,450+0,028 0,231+0,014
10 0,441+0,026 0,230+0,013
11 0,445+0,027 0,228+0,013
12 0,435+0,001 0,225+0,004
13 0,459+0,011 0,235+0,010

Os gréficos de superficie de resposta e curva de nivel dos dados

apresentados na tabela 28 estdo representados nas figuras de 59 a 62.
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Figura 59 — Superficie de resposta obtida através dos resultados da tabela 30 do planejamento
composto central do AU, utilizando a reflectancia difusa como deteccéo
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Figura 60 — Grafico de contorno obtido através dos resultados da tabela 30 do planejamento
composto central do AU, utilizando a reflectancia difusa como deteccéo
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Figura 61 — Superficie de resposta obtida através dos resultados da tabela 30 do planejamento
composto central do AU, utilizando a imagem digital como deteccéo
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Figura 62 — Grafico de contorno obtido através dos resultados da tabela 30 do planejamento
composto central do AU, utilizando a imagem digital como deteccéo
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Pelas figuras 59 a 62 é possivel observar que ha uma regido de maior
absorbancia situada entre tempo de aquecimento de 30 a 60 segundos, sendo que
ha uma ligeira diferenca entre a faixa de concentracdo de Fe3* que fornece maior
absorbancia pelas duas técnicas. A reflectancia fornece a faixa de 0,028 a 0,048 mol
Ll e a imagem digital de 0,036 a 0,053 mol L. Nessas duas regides ha maior
absorbancia e, consequentemente, maior sensibilidade para a metodologia

A equacdo para a curva de nivel utilizando a reflectancia difusa como
deteccao é:

Abs = 0,269 + 0,00272t — 0,00002t? + 6,004Cpes+ — 65,093C% 5+ — 0,0228tCp 3+ (Equagio 13)
A equacdao para a curva de nivel utilizando a imagem digital como deteccéo é:

Abs = 0,0914 + 0,00173t — 0,00002t2 + 4,600Cge3+ — 49,417CZ 3+ — 0,00377tCres+ (Equagdo 14)
As equacdes das curvas de nivel fornecem os valores criticos dos dois fatores

estudados, como pode ser visto na tabela 31.

Tabela 31 — Valores criticos de concentracdo de OH- e de tempo de aguecimento

Técni Concentragdo de Fe** | Tempo de aquecimento
écnica 1
(mol L™) (s)
Reflectancia difusa 0,0379 47,0
Imagem digital 0,0448 46,7

Pela tabela 31 é possivel verificar que houve boa concordancia quanto ao
tempo de aguecimento critico. HA uma pequena diferenca entre as concentracoes
de Fe®* criticas. As duas equacbes da superficie fornecem valores maximos de
absorbancia iguais a 0,447 e 0,235 para reflectancia e imagem digital,
respectivamente. Para confirmar experimentalmente os valores tedricos de maxima
absorbancia, foram realizados experimentos com os valores criticos dos reagentes.
Os resultados estdo descritos na tabela 32 e demonstram que ndo ha diferenca
significativa entre os valores experimentais e tedricos, uma vez que os valores de t
de Student calculados nédo excedem o valor tabelado de 4,303 para dois graus de

liberdade e intervalo de confiangca de 95%.
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Tabela 32 — Confirmacdo do maximo de absorbancia da superficie de resposta. Concentracao de AU
=250mgLten=3

Técnica Absorbancia tedrica Absorbanma t calculado?
experimental
Reflectancia difusa 0,447 0,443 1,286
Imagem digital 0,235 0,246 2,231

a - Valores criticos de t ao nivel de confianca de 95% e dois graus de liberdade; t tabelado igual a 4,303.

A otimizacdo das condicbes experimentais utilizando planejamento
experimental fez com que o sinal analitico para a reacdo aumentasse. Utilizando as
condicbes ndo otimizadas antes do planejamento a absorbancia do canal verde
apresentou o valor de 0,168 com aquecimento e utilizando as condi¢des fornecidas
pelo planejamento fatorial o valor foi de 0,192, na condi¢cdo de maior influéncia dos

fatores. Nas condi¢des otimizadas o valor de absorbancia foi de 0,246.

4.5.7 Condi¢des do uPAD

Os experimentos anteriores foram realizados para determinar as condicfes
experimentais ideais para o desenvolvimento da metodologia de analise de &cido
arico em urina (Tabela 33).

As condi¢cOes utilizadas para o desenvolvimento da metodologia sédo as
obtidas pela imagem digital, pois sdo proximas da obtida pela reflectancia e essa

sera a técnica utilizada na deteccéo dos UPAD.

Tabela 33 — Condicdes experimentais para a determinacao de 4cido Urico em urina

Variavel Concentragéo Concentracéo de 1,10- Tempo de
de Fe* (mol LY Fenantrolina (mol L-1) | aquecimento? (S)
Variavel otimizada 0,0448 0,06 50

a— Obtido através da média dos tempos de aquecimento para a CRN e AU.

Iniciou-se 0s experimentos da reacdo colorimétrica do &acido Urico no
dispositivo analitico, determinando-se em qual zona seria colocado cada reagente,
pois se fossem adicionados na mesma zona haveria formacgéo do produto colorido
mesmo sem analito, como descrito no item 4.3.3. A figura 63 ilustra a adicdo dos

reagentes nas duas posicoes.
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1,10 - fenantrolina

1,10 - fenantrolina Fe3*

Figura 63 — Em (A) o pPAD com Fe?* na zona de deteccdo e 1,10-Fenantrolina na zona de captacéo.
Em (B) a 1,10-Fenantrolina na zona de deteccdo e Fe3* na zona de captacdo

E possivel observar que foi obtida uma coloracio melhor e de mesma
coloracdo do spot-test quando o Fe3* é adicionado na zona de teste e 1,10-
Fenantrolina na zona de captacdo. Nessa condicdo o efeito meia lua também é
diminuido.

Observou-se que com o passar do tempo a zona com Fe3*, antes de receber
a amostra, adquiria coloracdo amarelada. Isso ocorria devido ao fato de o ion ferro
estar em presenca de HCI, um &cido volatil. Dessa forma, foram utilizados &cidos
fixos, H2SO4 e H3POa4, para diminuir esse problema. Foram preparadas solu¢des de
Fe3* em HCI 0,5 mol L e em H2S04 0,25 mol L e Hs3PO4 0,5 mol L para igualar a
concentracdo de H* no meio. Na prépria solucédo de Fe3* foi possivel notar diferenca
na coloracéo, a solucdo contendo HCI tem cor esverdeada, enquanto que a em meio
de H2SO4 é levemente esverdeada e em H3POa incolor. No papel, as zonas com
Fe3* com acido sulfdrico ou fosférico ndo apresentaram nenhuma coloracdo, mesmo
apos transcorrido muito tempo. Para determinar qual dos dois acidos sera utilizado,
foi analisada uma solucdo de AU utilizando os dois &cidos. Pela figura 64 pode-se
ver que quando é utilizado &cido fosférico a coloragdo se concentra no inicio da
zona, ja com acido sulfarico a coloracdo preenche quase toda a zona de teste.
Assim, pode-se imaginar que o ferro fique adsorvido no papel, porém, pela figura 65
foi comprovado que o Fe®" é arrastado pela amostra. Dessa maneira, € melhor
utilizar o H2SOa4, pois facilita o tratamento por imagem digital e a visualizacdo da

coloracao.

H3P04 | H2S0a4

Figura 64 — Determinagéo de AU utilizando Fe3* com HsPO4 0,5 mol L* a esquerda e H2S04 0,25 mol
L1 & direita. Cau = 300 mg L



104

Figura 65 — Experimento para comprovar que o Fe3* ndo fica adsorvido no papel e é arrastado pela
amostra. Coloracéo avermelhada referende ao complexo de Fe3* com tiocianato

Para determinar o volume de reagente em cada zona foram adicionados
volumes crescentes de reagentes de 0,5 a 3 pL. Os resultados obtidos estédo
descritos na figura 66 e demonstram que com o aumento do volume de reagente
houve aumento da absorbéancia até um patamar de 0,120 e diminui¢cdo no desvio-
padrdo. Também, que o volume de 2 pL fornece baixo desvio e est4 no patamar

absorbancia, sendo esse o volume otimizado.
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Figura 66 — Média e desvio-padrdo da absorbancia da reacgao colorimétrica do AU com a variagcéo do
volume de reagentes. n =3 e Cau =300 mg L

4.5.8 Curva analitica

Com as condi¢cdes experimentais otimizadas foi construida uma curva de
calibracdo de concentracédo de creatinina, variando de 50 a 500 mg L, em funcéo
da absorbancia do canal verde. Pela figura 67 € possivel concluir que ha relacao

linear entre absorbancia concentracdo na faixa estudada.
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Figura 67 — Curva de calibrac@o de absorbancia em funcéo da raiz da concentragdo. Cau = 50 a 500
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A curva de calibragdo apresenta a seguinte equacédo de reta: A = 0,01651 +
0,0003864 Cau, com coeficiente de determinacgao (R?) igual a 0,997.
A determinacdo semi-quantitativa visual pode ser feita através dos resultados

apresentados na paleta de cores da tabela 34.

Tabela 34 — Determinagé@o semi-quantitativa visual de diferentes concentragdes da curva analitica do
AU

Concentragao de

AU (mg L) 0 50 100 150 200 300 400 500

Zona de teste

O limite de deteccdo, LD, e de quantificacdo, LQ, foram calculados como
definidos pela IUPAC (LONG, 1983) seguindo as equactes 9 e 10. Sendo que a
média da absorbancia de 10 brancos foi de 0,0017 e o desvio-padrao de 0,0021.

Dessa forma, o LD e LQ para o método proposto foram de 16,5 e 54,9 mg L,
respectivamente.

O limite inferior do valore de referéncia para individuos normais, descritos no
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item 1.4, é de 210 mg L*. Como o LD e o LQ sdo muito menores que esse limite
inferior, é possivel aplicar a metodologia desenvolvida em amostras com muito
menos acido urico que os valores de referéncia.

A repetibilidade da curva analitica é expressa pela porcentagem do desvio
padrao relativo (%RSD) (TAVERNIERS, 2004). Os valores obtidos de %RSD para as
repetibilidades intra-dia e inter-dia encontram-se na tabela 35. Pode-se verificar que
que as porcentagens calculadas estdo abaixo do limite aceitavel (15 % nas

concentracdes limites e 10% para as demais concentracdes (HUBER, 1998)).

Tabela 35 — Porcentagem de repetibilidades intra-dia e inter-dia para o acido Urico

Concentracédo (mg L?)

Repetibilidade intra-dia

Repetibilidade inter-dia

(%RSD) (%RSD)
200 5,8 6,7
400 4,0 8,3

459 Estudo de interferentes

O estudo de interferéncia foi realizado através do calculo do fator de
interferéncia para os compostos descritos em 3.3.13. O calculo do fator de
interferéncia foi realizado utilizando a equacéo 12 (ANDRADE, 1993):

Um fator de interferéncia, Fl, igual a 1,00 significa que o composto nao
perturba o sistema nas condi¢cdes estudadas. Um Fl maior que 1,00 significa que o
composto exerce interferéncia positiva, aumentando o sinal analitico, enquanto que
FI menor que 1,00 significa que ha interferéncia negativa, na qual o composto
diminui o sinal analitico. A interferéncia de um composto € significativa quando FI <
0,90 ou FI > 1,10 (ALMEIDA, 2008).

Pela tabela 36 é possivel concluir que apenas o acido ascoOrbico apresenta
interferéncia positiva na determinacdo de acido Urico, fato que se era esperado
devido a propriedade redutora do composto, semelhante ao acido Urico. O &cido
ascorbico, também conhecido como vitamina C, é solluvel em agua e tem papel
fundamental na sintese do colageno. Por ndo ser produzida pelo organismo €
ingerido através da alimentacédo, principalmente frutas citricas, ou suplementos. O
excesso ingerido dessa vitamina ndo € aproveitada pelo organismo, sendo eliminado

na urina.
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Tabela 36 — Fator de interferéncia para os interferentes de acido Urico em urina

Composto _ FatorAde _ _ FatorAde _
(Relacao analito:interferente) mterfergnqa . mterferer.lc.la
(reflectancia) (imagem digital)

Acetona (1:1) 1,03 1,01
Acido ascorbico (1:1) 1,27 1,39
Albumina (1:1) 0,98 0,97
Bilirrubina (20:1) 0,99 0,99
Creatina (1:1) 0,96 0,98
Creatinina (1:1) 0,96 0,99
Glicose (1:1) 1,00 0,99
Piruvato (1:1) 1,04 1,03
Ureia (1:1) 0,98 0,98
Ureia (1:10) 0,97 0,99
CaClz (1:1) 1,04 0,98
KCI (1:1) 1,00 0,98
KH2S04 (1:1) 0,99 0,96
Na2S04 (1:1) 1,04 1,00
NaCl (1:1) 1,01 0,98
NH4CI (1:1) 1,01 1,00

Essa interferéncia do acido ascérbico pode ser eliminada pela adicdo de O:2
na amostra. Assim, para anular a interferéncia do &cido ascorbico, foi testado o
borbulhamento de ar comprimido. Na tabela 37 é demonstrado que o borbulhamento
por 20 minutos € suficiente para retirar o acido ascorbico da amostra, ou seja, seu
fator de interferéncia esta entre 0,9 e 1,1, como descrito na literatura (GOUVEIA,

1995). Para o experimento foi utilizado fluxo de ar de aproximadamente 1,2 L/min.

Tabela 37 — Fator de interferéncia do acido ascérbico com o borbulhamento de ar na amostra

Tempo de Fator de interferéncia | Fator de interferéncia
borbulhamento (min) Reflectancia Imagem
0 1,27 1,39
10 1,11 1,09
20 1,03 1,02

4.6 Método comparativo — HPLC

4.6.1 Curvas analiticas do método comparativo — HPLC

Foram construidas duas curvas analiticas para a creatinina e para o acido
urico de concentracdes de 2,50 a 50,0 mg L dos analitos representadas nas figuras

69 e 70, respectivamente. A figura 68 ilustra um cromatograma das curvas analiticas



108

dos analitos. O pico com tempo de retencdo da creatinina € de 3,01 min e do &cido
arico 3,92 min.

200 —
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=
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o1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tempo de rentengao (min)

Figura 68 — Cromatograma obtido da mistura de CRN e AU. Ccrn =10 mg L't e Cau = 10 mg L.
trcrNn)=3,01 min; trav)=3,92 Min
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Figura 69 — Curva analitica para a creatinina pelo método comparativo por HPLC. Ccrn = 2,50 a 50,0
mg L?
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Figura 70 — Curva analitica para a 4cido Urico pelo método comparativo por HPLC. Cau = 2,50 a 50,0
mg L1

Na tabela 38 estdo descritas as figuras de mérito obtidas pelo método

comparativo por HPLC.

Tabela 38 — Figuras de mérito obtidas pelo método comparativo por HPLC

. Coeficiente de ~
Analito determinacéo (R?) Equacéo de reta
Creatinina 0,99996 Area = - 11482,98 + 56267,62 Ccrn
Acido Urico 0,99996 Area = 332,3401 +73518,34 Cau

4.7 Aplicacdo da metodologia em amostras

A metodologia desenvolvida foi aplicada a amostras de urina sintética e
natural e os resultados obtidos foram confrontadas com os resultados obtidos pela
metodologia comparativa por HPLC (XIANG, 2014).

4.7.1 Urina sintética

Foram preparadas trés amostras de urina sintética como descrito no item
3.3.15. As amostras foram analisadas pela metodologia proposta e pela
comparativa. Na tabela 39 estdo descritos os resultados obtidos pelos dois métodos.
Foi realizado o tratamento estatistico utilizando o teste de t de Student e os
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resultados demonstram que ndo ha diferenca significativa entre as médias das
concentragfes dos analitos encontradas com os dois métodos, uma vez que 0S
valores de t de Student calculados ndo excedem o valor tabelado de 4,303 para dois

graus de liberdade e intervalo de confianca de 95%. A figura 71 ilustra um

cromatograma obtido de uma analise de urina sintética por HPLC.

Tabela 39 — Aplicagdo do método proposto e do método comparativo em amostras de urina sintética

Concentracdo CRN Concentracdo AU
Amostra (mg L) t b (mg L) : b
Método Método calc. Método Método calc.
proposto | comparativo proposto | comparativo
1 281+14 304+0 2,816 214121 2250 0,878
2 73616 748+0 2,959 585431 59910 0,758
3 1202+41 1211+1 0,393 918+72 908+0 0,234
bValores criticos de t ao nivel de confianga de 95% e dois graus de liberdade; t tabelado igual a
4,303.
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Figura 71 — Cromatograma obtido da analise da amostra de urina sintética 1. tricrn)=3,05 min;
traw)=3,94 min

4.7.2 Urina natural

Foram coletadas quatro amostras de urina natural como descrito no item
3.3.16. As amostras foram analisadas pela metodologia proposta e pela
comparativa. Na tabela 40 estdo descritos os resultados obtidos pelos dois métodos.
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Foi realizado o tratamento estatistico utilizando o teste de t de Student e os
resultados demonstram que ndo ha diferenca significativa entre as médias das
concentracbes dos analitos encontradas com os dois métodos, uma vez que 0S
valores de t de Student calculados ndo excedem o valor tabelado de 4,303 para dois
graus de liberdade e intervalo de confianca de 95%, demonstrando que a
metodologia desenvolvida é exata. Para amostras bioldgicas os valores de %RSD
devem ser menores que 15% para concentracdes limites e menores que 10% para
as demais concentracdes (HUBER, 1998). Dessa maneira, como todos os valores de
%RSD para as determinagfes de urina sintética e natural, utilizando a metodologia
desenvolvida, estdo entre 0,81 e 9,81%, a metodologia pode ser considerada
precisa.

Considerando o volume de urina de 24 horas de 1,2 L e a massa corporea de
67 kg para o autor do trabalho é possivel estimar as concentracdes dos analitos na
urina. Os niveis de acido Urico estdo entre 259,2 e 520,8 mg dia?! e de creatinina
estdo entre 17,30 e 27,89 mg kg dial. Pelas tabelas 2 e 4, os niveis de acido Urico
na urina estdo dentro dos niveis normais (250 a 750 mg dial) e os niveis de
creatinina, com exce¢do da amostra 4, estdo dentro dos niveis normais para homens
(14 a 26 mg kg d1). Como as amostras coletadas ndo foram as urinas de 24 horas
e sim uma aliquota em um horéario do dia, ndo necessariamente o autor pode ter
algum problema renal, pois na aliquota coletada da amostra 4 a urina podia estar
mais concentrada. Para analises clinicas deve-se coletar a urina de 24 horas. A

figura 72 ilustra um cromatograma obtido de uma analise de urina natural por HPLC.

Tabela 40 — Aplicacdo do método proposto e do método comparativo em amostras de urina natural

Concentracado CRN Concentracdo AU
Amostra (mg L) t b (mg L) t b
Método Método calc. Método Método calc.
proposto | comparativo proposto | comparativo
1 1009+77 976+15 0,628 356+33 339+3 0,805
2 1143461 1154+1 0,302 434+36 443+7 0,363
3 1049130 10450 0,237 21615 226%5 1,106
4 1627+45 1630+8 0,131 338+22 338+16 0,023
b'Valores criticos de t ao nivel de confianca de 95% e dois graus de liberdade; t tabelado igual a

4,303.
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Figura 72 — Cromatograma obtido da analise da amostra de urina natural 2. trauy) = 3,31 min; trecrn) =
4,19 min

4.8 Comparacao das metodologias

Na tabela 41 é apresentada uma comparacdo entre o método proposto e o
método descrito na literatura (HPLC) para a determinacdo simultdnea dos analitos

em estudo.
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Tabela 41 — Comparacéo de parametros entre 0 método proposto e o comparativo

Método comparativo
(XIANG, 2014)
Uso de solvente organico - Metanol
Residuo com metanol
(15 mL por amostra)
Residuo com metanol

Parametro Método proposto

Formacéo de residuos Residuo sélido (UPAD),

incineravel (60 mL para limpeza
HPLC)
Simples, rapido e sem Com pré-tratamento da
Preparo da amostra !
pré-tratamento amostra

Acido picrico 0,01 mol L-
1 (9 pg) em NaOH 1,0 -
mol L (82 ug)
Fe(NOs)s - 9 H20 4,48 x
102 mol Lt (37 ug) em
H2S04 0,25 mol L (49
ug) e 1,10-Fenantrolina -

Reagente cromogénico
CRN (massa)

Reagente cromogénico

AU (massa) 6,010 x 102 mol L (20
Hg) em meio de NaOAc
0,5290 mol L (88 ug)
Volume de cada reagente 2 uL -

15 mL por analise + 60 mL
para limpeza
Volume de amostra 10 pL 20 uL

Tempo de andlise? 12,5 min por amostra 30 minutos por amostra
@ Tempo de analise tendo as solu¢des utilizadas j& prontas.

Volume de solvente -

Através da tabela 41 é possivel concluir que o método desenvolvido é mais
amigavel ao ambiente e ao operador, pois ndo utiliza metanol como no método por
HPLC. O metanol é uma substancia toxica que pode ser absorvido pela pele, por
inalagcdo ou por ingestéo, devido a sua miscibilidade com agua. Sua absor¢éo causa
irritacdo aos olhos, pele e sistema respiratério, causa também vémito, vertigem,
dores de cabeca, disturbios visuais, danos ao nervo Gtico entre outros problemas
sérios (O'NEIL, 2006), sendo o0 seu uso uma desvantagem para a saude do
operador. A quantidade de residuo formado no método proposto € negligenciavel e
encontra-se no estado solido, sendo facilmente tratavel por incineracdo, devido a
facil combustdo do papel, enquanto que o residuo com metanol pode ser tratado
pelo processo foto-fenton (NOGUEIRA, 2007), que € mais demorado e de maior
custo que a simples incineracao do dispositivo.

Para a andlise simultdanea do AU e da CRN em um puPAD sé&o necessarios 6

UL de reagente, o que representa 285 ug de compostos impregnados no papel,
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sendo esse volume e essa massa de reagentes negligenciavel quanto a formacéo
de residuos. O volume de amostra utilizado pelo método proposto € metade do
utilizado no método cromatografico. O tempo de anélise, ndo incluindo preparo de
solucdes, para o0 método proposto é de 12,5 minutos por amostra, menor que pela
metodologia de HPLC s&@o necesséarios 30 minutos, pois além da analise h4 a
centrifugacéo e filtragem da amostra.

Um importante fator que se deve considerar é o custo total da anélise, que
envolve custo de equipamentos para as analises e reagentes. A comparacdo do

custo envolvendo as duas metodologias é apresentado na tabela 42.

Tabela 42 — Custo de equipamento e analise pelo método comparativo e 0 proposto

Custo
Método comparativo
(XIANG, 2014)

Analise: Metanol (R$
0,02/amostra) + Solucéo
NaH2PO4 50 x 103 mol L*
Solvente? Agua deionizada (R$ 0,08/amostra)
Limpeza e acondicionamento

equipamento: Metanol (R$

Custo

Parametro Método proposto

6,00)
Reagente .
cromogénico CRN < R$ 0,01/andlise -
Reagente .
cromogénico AU < R$ 0,01/andlise -
Papel R$ 0,02/dispositivo -
Tinta solida (cera) < R$ 0,01/dispositivo -
Secador de cabelo HPLC — DAD (US$
domeéstico (R$ 70,00) + ~150.000,00) + Coluna C18
Equipamento® impressora multifuncional | (R$ ~3.000,00) + centrifuga
(R$ ~200,00) + impressora | (€$~7.000,00) + filtro seringa
de cera (R$ ~4.600,00) (R$ 7,08)
Custo por analise® R$ 0,02 R$ 7,18 + limpeza e

acondicionamento

aN&o incluso o custo de agua deionizada.
b N&o incluso o custo de computador para o tratamento dos dados dos dois métodos.
¢ N&o incluso o custo do equipamento e do operador.

Pelas informacdes fornecidas é possivel concluir que o custo de equipamento
€ muito menor para 0s equipamentos utilizados no método proposto, além de o
mesmo nao necessitar de operador treinado e nem de laboratério especializado,

podendo ser aplicado em lugares mais afastados. O custo da andlise é de R$ 0,02
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para o método proposto e de R$ 7,18 por analise para o método por HPLC, mas o
método cromatogréafico necessita de acondicionamento e limpeza do equipamento, 0
gue encarece mais a analise (sem incluir o custo do equipamento).

As tabelas 43 e 44 ilustram as figuras de mérito e o tratamento da amostra
para diversas metodologias de andlise de &acido Urico e creatinina descritas na
literatura.

O tratamento da amostra pelo método proposto € simples, de facil execucao e
de baixo custo quando comparado a metodologias que necessitam de centrifugacéo,
desproteinizacéo, filtragdo em filtros de seringa ou ultrafiltracdo. O limite de detecc¢ao
obtido para a metodologia desenvolvida € menor que o LD de métodos que utilizam
UPAD, demonstrando maior sensibilidade. Porém, é maior que para as
determinacdes envolvendo espectrofotometria, separacdes cromatograficas e
eletroforéticas e deteccao eletroquimica, pois essas técnicas sdo conhecidamente

mais robustas e sensiveis.
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Tabela 43 — Figuras de mérito de diversas metodologias descritas na literatura para determinacéo de creatinina

LD

LQ

Faixa linear

Método analitico Amostra Preparo da amostra (mg LY) (mg L) (mg L) Referéncias
FIA com deteccéo
espectrofotométrica no Urina Sem pré-tratamento - - 0,25 — 2500 CORREIA, 2004
visivel
Sistema FIA : ~ I
microfluidico portéatil com | Urina Centnfuggga\;)egecglwgao de 3,3 - 0-40 SONGZ%'Z“)SOEN’
chip de PDMS
Reflectancia difusa, com i Pré-concentracao utilizando i i 0-185 BERGE-
deteccdo no UV zedlita LEFRANC, 2010
Espectrofptpmetnca no Soro ) 0,016 0,055 0.50 — 70 KRISHNEGOWDA
visivel , 2013
Amperometria Urina | Diluicdo com tampao fosfato 1,36 - 1,36 — 56,5 NIEH, 2013
Eletroforese capilar com
detecgdo Urina Diluicdo e filtragem em 2.4 7.9 5-70 PAVLICEK, 2014
espectrofotométrica no membrana 0,45 pm
uv
Diluigcdo de 15 vezes com a
HPLC com deteccéo no Urina fas:e movel, centrifugacao e 0,010 i 10 — 200 XIANG, 2014
uv filtragem em membrana
0,45 um
HPLC Comuo\'f’tecgao "% | Urina Diluida 10 vezes - 100 100-2000 | REMANE, 2015
HPAD com deteccéo
colorimétrica por Urina Borbulhamento de ar por 20 157 52.4 50 — 600 Este trabalho

imagens digitais
utilizando camera digital

min e diluicdo de 3 vezes
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. e LD LQ Faixalinear A
Método analitico Amostra Preparo da amostra . . . Referéncias
. e P (mgl’) | (mgl?) | (mgL?Y
Espectroscopia de_ rfaflectanua difusa no Soro i i i i STEVENS, 1983
visivel
Espectrofotométrica no UV utilizando . Soro: desproteinizagao com 1,68 — | KHAJEHSHARIFI
h - Urina e soro CIzCCOOH e centrifugacdo - -
analise multivariada - ; 2 28,58 , 2014
Urina: centrifugacdo
~ Lo . Diluicdo de 1000 com agua 4 1,68 x 108
FIA com detec¢do quimiluminescente Urina bidestilada 3,36 x 10 - 0,841 MA, 2014
Voltametria ciclica Urina e soro Sem pré-tratamento 0,0101 - 0’%?:13(? B NOR%%Z:;FAR’
MPAD 3D com detecgéo colorimétrica por Ultrafiltrado em tubo de 10kD e i i
imagens digitais utilizando camera Soro centrifugado 48.2 504 -168 CHEN, 2012
HPAD com detecgéo colorimétrica por Urina e soro Sem bré-tratamento i i 16,81 — DUNGCHAI,
imagens digitais utilizando caAmera digital P 1177 2010
MPAD com nanoparticulas de ouro Soro. porém
carregadas positivamente com deteccdo ~ pl_ d ' N&o aplicado em amostra - - 33,2-83 KUMAR, 2015
visual néo aplicado
Eletroforese cap|la,r com deteccéo Urina Diluicéo e filtragem em 09 3.0 10— 70 PAVLICEK, 2014
espectrofotométrica no UV membrana 0,45 um
Diluicéo de 15 vezes com a fase
HPLC com detecg¢éo no UV Urina movel, centrifugacao e filtragem 0,025 - 7,5-150 XIANG, 2014
em membrana 0,45 um
HPLC com detecg¢éo no UV Urina Diluida 10 vezes - 25 100 - 1000 | REMANE, 2015
HPAD com deteccéo colorimétrica por Urina Borbulhamento de ar por 20 min 16,5 54.9 50 — 500 Este trabalho

imagens digitais utilizando camera digital

e diluicdo de 3x
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5 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a potencialidade da deteccdo colorimétrica por
imagem digital associada a dispositivos analiticos microfluidicos em papel para a
determinacao simultdnea de creatinina e acido urico. Pelos resultados apresentados,
a deteccao por imagem digital pode ser usada em substituicdo a reflectancia difusa,
apesar da técnica ser menos sensivel que a ERD. A técnica € barata, simples e
rapida, pode ser utilizada in situ com auxilio de cadmeras de smartphones e cameras
fotograficas, sendo que os dados podem ser enviados em tempo real para
laboratérios e médicos, permitindo a utilizacdo da metodologia em locais remotos.

Os dispositivos analiticos desenvolvidos sédo portateis, baratos, necessitam de
pequenos volumes de amostra e de reagente, sdo compativeis com amostras
biologicas, descartaveis e facilmente incineraveis, ndo gerando residuos e podem
integrar diversos procedimentos analiticos em uma unica plataforma. A fabricagcéo
das barreiras hidrofébicas pode ser feita de diversas maneiras, o que facilita a
inclusédo a essa tecnologia.

As etapas de planejamento experimental foram validas, pois aumentaram
consideravelmente a resposta analitica da reacdo. Apenas o0 &cido ascorbico
interferiu na reacdo do acido durico, sendo prontamente eliminado pelo
borbulhamento de ar na amostra.

As metodologias desenvolvidas para analise de creatinina e acido Urico
utilizando os dispositivos analiticos demonstraram ser inovadoras pois integram
essas duas analises em um dispositivo, possibilitando a avaliagdo da funcéo renal
do paciente. Também, as metodologias apresentadas sdo exatas, precisas, rapidas,
simples, de baixo custo, fornecem resultado confidveis e estdo em consonéancia com
os principios da Quimica Verde, pois gera quantidade de residuo negligenciavel, ndo
faz uso de solventes orgéanicos toxicos e elimina etapas de preparo da amostra.

Antes do desenvolvimento desse trabalho n&o havia descrigcbes na literatura
de metodologias para determinacdo de creatinina utilizando pPAD e os métodos de
determinacao de acido urico em sua maioria utilizam a enzima uricase imobilizadas
no papel ou deteccédo eletroquimica. Dessa maneira, o presente trabalho contribuiu

com duas novas metodologias integradas em um mesmo dispositivo.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras de trabalho no grupo de pesquisa podem ser
citadas a utilizacdo do dispositivo desenvolvido para andlise de outros componentes
de interesse clinico em urina, para integrar as analises ja desenvolvidas, ou saliva,
por exemplo; também o dispositivo pode ser aplicado em outros tipos de andlises,
tais como amostras alimenticias, ambientais e forenses.

A utilizacdo do secador de cabelos doméstico restringe a emprego da
metodologia a locais com energia elétrica, dessa forma, outras formas de

aguecimento mais simples poderéo ser avaliadas.
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