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RESUMO 
 
Os contaminantes emergentes são uma das classes de compostos liberados no meio 
ambiente que ocasionam poluição no ambiente terrestre, aquático e atmosférico; além 
de também estarem presentes nos alimentos e águas para consumo humano. Os 
fármacos, principalmente os antibióticos, estão entre os mais encontrados no meio 
ambiente. A tetraciclina pertence a uma classe de antibióticos abundantemente 
aplicados em uso humano e veterinário devido seu amplo espectro de ação e, por 
conseguinte, resíduos desse medicamento são facilmente detectados no ambiente. 
Como a exposição contínua a medicamentos pode ser prejudicial à saúde humana, 
métodos rápidos e seletivos para detectá-los são essenciais. Testes rápidos do tipo 
fluxo lateral foram desenvolvidos para determinação de tetraciclina: em um dos testes 
foi utilizado polímeros molecularmente impressos (MIP) e no outro aptâmeros, ambos 
os componentes como fase de reconhecimento seletivo. Inicialmente foram 
sintetizados três tipos diferentes de MIP: tradicional, core-shell e oco (de alta 
porosidade). Os materiais foram caracterizados por técnicas como microscopia 
eletrônica de varredura e espectroscopia no infravermelho. Após otimizadas as 
melhores condições de análise, o MIP oco apresentou resultados superiores para 
identificação da tetraciclina: capacidade máxima de ligação de 5,6 mg g-1 e constante 
de afinidade de 0,2 L mg-1. O MIP de alta porosidade também apresentou resultados 
satisfatórios nos ensaios de seletividade, com retenção sempre superior para 
tetraciclina frente a outros fármacos. Foram avaliados diferentes tipos de amostras 
fortificadas com tetraciclina, e nelas o MIP apresentou recuperação na faixa de 74 ‒ 
96%; com faixa linear de trabalho de 4,5 ‒ 155 μmol L-1 e limites de detecção e 
quantificação de 4 e 13 μmol L-1, respectivamente. Devido aos bons resultados, o MIP 
de alta porosidade foi aplicado como fase de reconhecimento em um dos sistemas de 
fluxo lateral. Nesse sistema a resposta visual indicativa da presença do analito, após 
ligado ao MIP, baseou-se em uma reação de complexação entre a tetraciclina e o 
cátion Fe3+, formando um composto de coordenação de coloração amarelo escuro. 
Esse sistema também foi quantificado por meio do tratamento de imagens obtidas das 
tiras de fluxo lateral usando um smartphone. Depois de otimizados todos os 
parâmetros, a identificação qualitativa foi obtida em 10 minutos de corrida do teste. A 
eficiência dos testes foi avaliada na aplicação de amostras fortificadas com o analito 
e por meio dos ensaios quantitativos obteve-se valores de recuperação na faixa de 73 
‒ 104%; com faixa linear de trabalho de 45 ‒ 180 μmol L-1 e limites de detecção e 
quantificação na ordem de 17 e 45 μmol L-1, respectivamente. Outro teste rápido para 
identificação de tetraciclina foi construído utilizando aptâmeros como biomoléculas de 
reconhecimento seletivo. A resposta colorimétrica desse sistema baseou-se na 
aplicação de nanopartículas de ouro modificadas com os aptâmeros. A modificação 
das nanopartículas com o aptâmero de ligação à tetraciclina foi realizada com sucesso 
por meio da interação entre ouro e aptâmero marcado com grupo tiol. Os ensaios 
preliminares para construção da linha de teste (nanopartículas de SiO2 modificadas 
com tetraciclina) e linha de controle (fita de aptâmero complementar ao de ligação) 
mostraram que o sistema é viável, necessitando de mais ensaios de otimização. 
Portanto, os MIPs e os sistemas de fluxo lateral desenvolvidos se mostraram bem-
sucedidos na identificação e quantificação da tetraciclina. 
 
 
Palavras-chave: Tetraciclina. Polímeros Molecularmente Impressos. Fluxo Lateral. 
Aptâmeros. 



ABSTRACT 
 
Emerging pollutants are a class of compounds released into the environment that 
cause pollution in terrestrial, aquatic and atmospheric environment; also, they can be 
found in food and water for human consumption. Drugs, especially antibiotics, are 
among the most found in the environment. Tetracycline belongs to a class of antibiotics 
widely applied in human and veterinary use due to its broad spectrum of action and, 
therefore, residues of this antibiotic are easily found in soil, water and food. Since 
continued exposure to drugs can be harmful to human health, rapid and selective 
methods to detect them are essential. Lateral flow tests were developed to determine 
tetracycline: in one of the tests molecularly imprinted polymers (MIP) were used and 
in the other system were applied aptamers, both components as a selective recognition 
phase. Initially, three different types of MIP were synthesized: traditional, core-shell 
and hollow (with high porosity). All materials were characterized by techniques such 
as scanning electron microscopy and infrared spectroscopy. After optimizing the 
analysis conditions, hollow MIP presented superior results for the identification of 
tetracycline: maximum binding capacity of 5.6 mg g-1 and 0.2 L mg-1 affinity constant. 
Hollow MIP also showed good results in selectivity tests, with higher retention for 
tetracycline compared to other drugs. Different types of samples fortified with 
tetracycline were evaluated and MIP showed recovery in the range of 74 - 96%, with 
linear range of 4.5 ‒ 155 μmol L-1 and the limits of detection and quantification of 4 e 
13 μmol L-1, respectively. Due to the good results, the hollow MIP was applied as a 
recognition phase in one of the lateral flow systems. In this system, visual response 
indicating the presence of the analyte, after being recognized by the MIP, was based 
on a complexation reaction between tetracycline and Fe3+ cation, forming a 
coordinating compound with a dark yellow colour. This system was also quantified 
through the treatment of lateral flow strips images obtained using a smartphone. After 
optimizing all the necessary parameters, qualitative identification was obtained in 10 
minutes of running. The efficiency of the tests was evaluated in the application of 
samples fortified with the analyte and through the quantitative results was obtained 
recovery values in the range of 73 - 104%; with linear range of 45 ‒ 180 μmol L-1 and 
the limits of detection and quantification of 17 e 45 μmol L-1, respectively. Another rapid 
test for tetracycline identification was structured using aptamers as selective 
recognition biomolecules. The colorimetric response of this system was based on the 
application of gold nanoparticles modified with aptamers. Nanoparticles modifications 
with the tetracycline-binding aptamer was successfully accomplished through the 
interaction between gold and aptamer thiol labelled aptamer. Preliminary tests for the 
construction of the test line (SiO2 nanoparticles modified with tetracycline) and control 
line (complementary aptamer strand) showed that the elution and colorimetric 
response were viable, requiring further optimization tests. Therefore, MIPs and lateral 
flow tests were successful in the identification and quantification of tetracycline. 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Tetracycline. Molecularly Imprinted Polymers. Lateral Flow Assay. 
Aptamers. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A ação antropogênica é responsável pela liberação de compostos químicos de 

várias classes que causam contaminação dos ambientes aquáticos, terrestres e da 

atmosfera. Devido aos efeitos ecológicos adversos e problemas de toxicidade para os 

seres vivos esses compostos, denominados de contaminantes ambientais, têm sido 

amplamente estudados. (1) 

Os contaminantes são classificados em dois principais grupos: tradicionais ou 

emergentes. Os contaminantes tradicionais possuem toxicidade e efeitos no ambiente 

conhecidos, além de serem detectados por diferentes métodos analíticos disponíveis. 

Como alguns compostos ainda são amplamente utilizados eles apresentam grande 

interesse de estudo. Nessa classe estão incluídos os pesticidas modernos, metais 

pesados e compostos orgânicos persistentes (dioxinas, bifenilas policloradas – BPC, 

entre outros). (1,2) 

Os contaminantes emergentes vêm sendo estudados somente nos últimos 

vinte anos e, embora denominados de “emergentes”, já estão presentes no ambiente 

por muitos anos ou décadas, mas não foram identificados previamente devido à 

ausência de metodologias analíticas e instrumentos capazes de detectar seus baixos 

níveis de concentração com alta sensibilidade. (1,2) 

Tanto os contaminantes tradicionais quanto emergentes são identificados e 

quantificados quase que em supremacia por técnicas hifenadas como cromatografia 

(tanto líquida quanto gasosa) e espectrometria de massas com diferentes 

configurações. (3,4) 

De acordo com o periódico científico Emerging Contaminants, os 

contaminantes emergentes são “definidos como produtos químicos que atualmente 

não são regulamentados (ou foram apenas recentemente) e sobre os quais existem 

preocupações em relação ao seu impacto na saúde humana ou ecológica”. No 

entanto, não há uma definição uniforme e definitiva para contaminantes emergentes, 

cuja interpretação é flexível e depende da perspectiva e objetivos da avaliação. (5) 

Na classe dos contaminantes emergentes são incluídos fármacos, hormônios, 

retardantes de chama, nanomateriais, compostos perfluorados, microplásticos, entre 

outros. Dentre esses, os fármacos são amplamente pesquisados devido à importância 

que apresentam na manutenção da saúde do ser humano e, ao mesmo tempo, os 

efeitos adversos causados pela sua presença no meio ambiente. Estão inclusos nesse 
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grupo os antibióticos, analgésicos, β-bloqueadores, entre outros tipos. (6) Os 

antibióticos e seus metabólitos estão entre os compostos mais encontrados no solo e 

água, tornando-se imprescindível seu monitoramento. (7) 

 

1.1 Tetraciclinas 

 

As tetraciclinas fazem parte de um grupo de antibióticos de amplo espectro, 

atuando contra bactérias gram-positivas e gram-negativas; por meio da inibição da 

síntese proteica ao se ligar na subunidade 30S dos ribossomos bacterianos. As 

tetraciclinas são utilizadas clinicamente no tratamento de infecções respiratórias, 

urogenitais e gastrointestinais. Além do uso em humanos, tetraciclinas são muito 

utilizadas na terapia animal para tratar e prevenir infecções e na pecuária como aditivo 

para promover o crescimento e ganho de peso do animal. (8,9) 

A atividade antimicrobiana das tetraciclinas está relacionada com a sua 

estrutura básica, que possui um sistema linear naftaceno com grupos funcionais em 

comum e outros que variam em posições específicas; conforme exibido pela Figura 1.  
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Figura 1 – Fórmula estrutural das tetraciclinas mais utilizadas. 
Fonte: autor do trabalho. 

 

Considerando diferentes partes da estrutura e mantendo o núcleo tetracíclico, 

a presença da amida em C2 e a configuração absoluta em C4, a influência dos 
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substituintes nas posições C5 a C9, a conservação do sistema ceto-enólico (posições 

C11, C12 e C12a) e a configuração a nas posições 4a e 12a são essenciais para a 

manutenção da atividade farmacológica das tetraciclinas. (8,10) 

As estruturas das tetraciclinas contêm muitos sítios de ligação em seus grupos 

nucleofílicos ricos em elétrons e elas podem formar complexos com metais (com 

diferentes estequiometrias de metal e ligante) e em diferentes estados de protonação, 

ocorrendo estabilização da alta densidade de elétrons das tetraciclinas. Com isso, as 

propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas das tetraciclinas podem sofrer 

mudanças significativas. (11,12) 

A tetraciclina, minociclina e doxiciclina são as mais aplicadas no tratamento 

para infecções em humanos, (8) enquanto que tetraciclina, doxiciclina, clortetraciclina 

e oxitetraciclina no tratamento de animais. (13) 

Apenas uma pequena fração das tetraciclinas é metabolizada ou absorvida pelo 

corpo, enquanto 75% das tetraciclinas são excretadas pelo corpo em sua forma ativa. 

(14) Assim, elas são encontradas abundantemente em análises no solo e em águas 

residuárias, além das águas de rios ou para consumo humano; em concentrações nas 

ordens de mg L-1 e µg L-1. (7,15,16)  

No Brasil, a legislação que estabelece os limites de resíduos máximos para 

presença da tetraciclina em diferentes tipos de alimentos é regulamentada pelo 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) no Plano Nacional de 

Controle de Resíduos e Contaminantes. (17) Por outro lado, para o monitoramento da 

tetraciclina em águas para consumo e efluentes, tanto no Brasil quanto no mundo não 

há legislação vigente que estabeleça um limite máximo permitido. (18,19)  

A exposição sem controle a tetraciclina pode causar efeitos danosos à saúde 

humana, como toxicidade aos órgãos e perda de cabelo. Além do mais, o uso sem 

controle do medicamento pode levar ao aumento da resistência bacteriana e, 

consequentemente, a diminuição da eficiência no tratamento de infecções. (20) 

Por conseguinte, frente a necessidade de um monitoramento rigoroso desse 

medicamento, diferentes estratégias estão sendo exploradas para um monitoramento 

fácil, rápido, sensível e seletivo desse antibiótico.  

Tasci e colaboradores (21) avaliaram a presença de tetraciclina e seus 

metabólitos, por meio de cromatografia líquida de alta eficiência acoplada com 

espectrometria de massas, em diferentes tipos de amostras de leite. A faixa de 

recuperação dos analitos variou entre 73,3% ‒ 87,7%, com limite de detecção no 
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intervalo de 0,68 ‒ 3,16 μg kg-1 e limite de quantificação entre 2,24 ‒ 10,43 μg kg-1. 

Os pesquisadores encontraram em 6 amostras de leite cru de cabra e 6 amostras de 

leite cru de vaca a presença de tetraciclina acima dos limites residuais máximos 

permitidos pela legislação. 

Um sensor eletroquímico para detecção de tetraciclina em amostras de água 

foi desenvolvido por Song e colaboradores. (22) O sensor foi construído baseado em 

material tipo Metal-Organic Frameworks (MOFs) de Fe depositado em nanofibras de 

carbono. Nessas nanofibras depositou-se nanopartículas de ouro recobertas com 

aptâmero de ligação à tetraciclina. Os MOFs aumentaram a resposta eletroquímica 

do sistema, além de incrementarem a estabilidade das nanofibras de carbono em meio 

ácido e básico. O sensor apresentou faixa linear de trabalho no intervalo de 1,0×10-10 

‒ 1,0×10-4 mol L-1e seletividade frente à antibióticos de outras classes (o sensor não 

foi avaliado para outros tipos de tetraciclinas). Ao ser aplicado em amostras de água 

de torneira e de lago, a faixa de recuperação para o analito foi de 89,7 ‒ 102,8%. 

Yue e colaboradores (23) avaliaram os efeitos do biocarvão para remoção da 

tetraciclina do solo. Cinco tipos de biocarvão derivados de esterco de vaca e quatro 

tipos derivados de vegetais foram adicionados em solos contaminados com uma 

mistura de tetraciclina, oxitetraciclina e clortetraciclina por 60 dias. Os resultados 

obtidos mostraram que os biocarvões, especialmente os derivados do esterco de 

vaca, podem remover os antibióticos do solo (a uma taxa aproximadamente 10% 

superior quando comparada com o controle). Ao avaliarem o mecanismo de ação, os 

pesquisadores concluíram que o aumento da taxa de remoção dos antibióticos após 

a adição de biocarvão foi devido ao aumento da acessibilidade para microorganismos 

degradantes por meio da elevação da condutividade elétrica. Mais ainda, as atividades 

microbianas foram estimuladas por meio do aumento da suplementação de C e N. 

Ehtesabi e colaboradores (24) desenvolveram um material adsorvente para 

tetraciclina baseado em pontos quânticos de carbono recobertos com alginato de 

sódio. Quando adsorvida no material a tetraciclina suprimiu a fluorescência dos pontos 

de carbono, sendo a quantificação do analito realizada por meio de imagens da 

solução contendo a mistura do material e da tetraciclina obtidas com a câmera de um 

celular. O material foi caracterizado e o processo de adsorção que apresentou melhor 

ajuste (maior valor de R2) foi o modelo cinético de pseudo-segunda ordem. A faixa 

linear de trabalho foi compreendida entre 1 ‒ 15 μmol L-1 e limite de quantificação de 

2 μmol L-1. 
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Além das técnicas de detecção, as fases de reconhecimento também são 

exploradas para tornar a identificação dos analitos o mais seletiva possível. Ademais 

os materiais biológicos como anticorpos, enzimas e ácidos nucleicos, atualmente 

diferentes tipos de materiais poliméricos inteligentes (que são responsivos à estímulos 

específicos) e seletivos têm sido desenvolvidos para serem aplicados como fase de 

reconhecimento. (25) 

 

1.2 Polímeros molecularmente impressos 

 

Os polímeros molecularmente impressos (do inglês Molecularly Imprinted 

Polymers – MIP) são uma das classes de polímeros com reconhecida aplicação na 

identificação e pré-concentração de diferentes tipos de moléculas com alta 

seletividade. (26) O desempenho seletivo dos MIPs é atribuído à sua estrutura 

tridimensional e composição química: eles realizam o reconhecimento específico por 

formarem cavidades que são química e fisicamente complementares em relação aos 

grupos funcionais, tamanho e forma do analito. (27) 

Os MIPs também são denominados de polímeros biomiméticos por imitarem o 

sistema de reconhecimento biológico baseado em afinidade, como por exemplo o 

sistema antígeno/anticorpo. Entretanto, os polímeros apresentam vantagens se 

comparados com os materiais biológicos: baixo custo, fácil preparação, alta 

resistência mecânica e térmica e podem ser armazenados por anos sem perda de 

eficiência. (26–28) 

O processo de moldagem molecular, desde a interação entre o analito e 

monômero funcional até a formação da cavidade seletiva, está esquematizado na 

Figura 2.  
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Figura 2 – Esquema de moldagem molecular na formação do MIP resumindo as etapas de reação e 
componentes da síntese. 

Fonte: PUPIN et al (28). 

 

Como exibido na Figura 2, por meio da interação do analito com as moléculas 

do monômero funcional, seja por ligação covalente ou interações químicas, é formado 

inicialmente o complexo analito-monômero funcional. Em sequência, adiciona-se no 

meio reacional um monômero estrutural que promove ligações cruzadas que formará 

uma matriz polimérica rígida contendo a cavidade impressa. Por fim, é acrescentado 

um iniciador radicalar para dar início à reação de polimerização. Após a formação do 

polímero, as cavidades impressas são liberadas pelo processo de remoção do analito 

por extração com solventes. (28,29) 

De modo análogo ao MIP é sintetizado um polímero não impresso (Non-

Imprinted Polymer – NIP) como material de controle. O NIP é sintetizado sem a 

presença da molécula molde e, portanto, não possui cavidades seletivas. Deste modo, 

por meio do NIP, é possível monitorar a especificidade e/ou inespecificidade das 

ligações químicas entre polímeros e analitos. 

O processo de obtenção dos MIP se dá, em geral, por polimerização radicalar, 

sendo a mesma realizada em sistema com ausência de oxigênio, uma vez que o O2 

impede a reação de polimerização por consumir os radicais livres formados. A reação 

é iniciada com aquecimento ou radiação UV, os quais induzem a quebra do iniciador 

formando radicais. Diferentes metodologias são aplicadas para síntese dos polímeros: 

polimerização por radicais livres, polimerização por radicais controlados e por radicais 

vivos. (30) 

Na polimerização por radicais livres (que inclui os métodos clássicos de síntese 

como “bulk” e precipitação) não há controle do tamanho das partículas formadas; no 

entanto, o método possui instrumentação simples e é realizado sob condições 
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brandas (de pressão e temperatura, por exemplo). A polimerização por radicais vivos 

ou controlados (como a polimerização radicalar por transferência de átomo ou a 

polimerização por transferência de cadeia reversível por adição-fragmentação) 

permite controlar o tamanho das partículas poliméricas, contudo, exige 

instrumentação específica. (30) 

A polimerização em “bulk” consiste em adicionar todos os reagentes ao mesmo 

tempo no frasco (um sistema de preparo homogêneo) e, embora a mais simples, 

apresenta algumas desvantagens como impressão irregular dos sítios de 

reconhecimento e tamanho não-uniformes de partículas. Devido a estas limitações, 

outros métodos de preparo dos MIP, como a precipitação, são utilizados com o intuito 

de produzir partículas com tamanhos uniformes. (30) 

A polimerização por precipitação é utilizada devido à sua simplicidade e pela 

obtenção de partículas mais homogêneas. Nesse método volumes superiores de 

solventes (cerca de 5 vezes maiores quando comparado com o método em “bulk”) são 

empregados a fim de impedir a formação de uma pasta polimérica. A formação das 

partículas poliméricas a partir do método de polimerização por precipitação ocorre 

devido ao crescimento da cadeia polimérica ao longo da reação, a qual se torna menos 

solúvel no meio devido ao seu tamanho e acaba precipitando. (30) 

A organização tridimensional dos grupos funcionais dos MIP é obtida por meio 

do estabelecimento de uma ligação covalente ou interações químicas (ligação de 

hidrogênio, interação iônica, etc.) entre os monômeros funcionais e a molécula-molde 

durante o processo de polimerização. A formação do complexo analito-monômero 

com a melhor complementaridade entre os grupos funcionais das moléculas é 

essencial no processo de moldagem das cavidades seletivas. Cada método possui 

sua vantagem e desvantagem, sendo escolhido e aplicado de acordo com os grupos 

funcionais disponíveis no analito. (31–33) 

Deste modo, os MIP vem sendo sintetizados para os mais diferentes tipos de 

moléculas, tais como íons, (34) corantes, (35) pesticidas (36) e antibióticos (37) até 

macromoléculas como proteínas. (38,39) Os MIPs também apresentam bons 

resultados quando aplicados em diferentes técnicas como extração em fase sólida, 

(40,41) cromatografia (42)  e sensores. (43) 

Um polímero impresso para determinação do íon Pb2+ (denominado de IIP – 

Ion Imprinted Polymer) foi desenvolvido por López e colaboradores. (34) A 

seletividade do polímero foi dada pelo rodizonato de sódio, que forma compostos de 
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coordenação com metais como o chumbo e avaliou-se o efeito de diferentes 

monômeros funcionais (escolhidos por simulação computacional). Com a avaliação 

dos ensaios de adsorção, o IIP que apresentou melhor eficiência foi composto por 

rodizonato e ácido 2-acrilamido-2-metilpropano sulfônico; com capacidade máxima de 

adsorção do analito na ordem de 51,8 mg g-1 e tempo de adsorção de 10 minutos. O 

polímero impresso foi aplicado em amostras de água de rio fortificadas com Pb2+ e a 

faixa de recuperação obtida foi de 97,9 ‒ 99,2%. 

Wang e colaboradores (44) desenvolveram um MIP para determinação 

simultânea de três classes diferentes de antibióticos: fluoroquinolonas, tetraciclinas e 

sulfonamidas. Para isso, uma molécula modelo de cada classe foi utilizada como 

template e a síntese conduzida pelo método bulk. Foi avaliada a capacidade de 

adsorção do material em extração em fase sólida para vinte moléculas pertencentes 

às três classes de antibióticos e a quantificação realizada por cromatografia líquida de 

ultra eficiência. Foram analisadas amostras de carne de porco, com recuperações 

acima de 92% para todos os analitos e limite de detecção de 0,5 ‒ 3 ng g-1. 

Mortari e colaboradores (45) sintetizaram um MIP para determinação do 

corante verde ácido 16. O MIP foi sintetizado pelo método bulk tradicional e, após 

otimização dos parâmetros, a eficiência de adsorção foi avaliada pela medida direta 

do corante adsorvido no MIP por meio de espectroscopia de reflectância difusa. O 

sistema apresentou faixa linear de trabalho de 1,0 ‒ 10,0 μmol L-1 e limites de detecção 

e quantificação de 0,3 μmol L-1 e 1,0 μmol L-1, respectivamente. O polímero impresso 

apresentou valores de seletividade superior à 1 para diferentes corantes e foi aplicado 

em amostras de água de rio, com recuperação na faixa de 93,3 ‒ 98,8%. 

Assim, em vista da sua versatilidade, os MIPs puderam ser acoplados com as 

técnicas clássicas e apresentaram alta eficiência no reconhecimento seletivo. No 

entanto, em virtude de algumas limitações que tais técnicas apresentam (como alto 

custo e elevado tempo de análise para a cromatografia ou a complexidade na 

construção de sensores; por exemplo), o desenvolvimento de dispositivos mais 

simples e de resposta rápida se mostram de alta relevância. 

 

1.3 Testes de fluxo lateral 

 

Entre os sistemas utilizados para análise rápida de modo qualitativo e 

quantitativo de diferentes moléculas, têm sido utilizados os imunoensaios de fluxo 
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lateral (do inglês Lateral Flow Immunoassays). Estes são sistemas de análise 

inspirados em Point of Care Tests (POCT), ou seja, testes para uso em qualquer local; 

sem a obrigatoriedade de estar em um laboratório. Deste modo, os testes de fluxo 

lateral se tornaram populares em análises clínicas, de alimentos e diagnósticos 

médicos devido à rapidez na obtenção dos resultados, alta seletividade e estabilidade, 

baixo custo e fácil manuseio. (46) 

Entre os kits comerciais para uso doméstico, hospitalar, laboratorial ou clínico 

disponíveis atualmente que utilizam o formato fluxo lateral, encontram-se testes para: 

gravidez e fertilidade, glicose, colesterol, coagulação sanguínea, drogas, doenças 

infeciosas, urina, doenças oncológicas, marcadores cardíacos, patógenos 

alimentares, alérgenos, entre outros. (47) 

A importância econômica desses dispositivos foi demonstrada em relatório 

reportado pela LinkerReporter, no qual é informado que em 2020 o mercado de POCT 

foi de 29,5 bilhões de dólares e com expectativa de que ele atinja 50,6 bilhões de 

dólares em 2025. Os principais usuários dos dispositivos de POCT, por região, foram 

América do Norte (39%), Europa (24%), Asia (21%), América Latina (10%) e Oriente 

Médio e África (5%). O segmento de ensaios de fluxo lateral foi responsável pela maior 

participação do mercado, por plataforma, de diagnósticos Point of Care em 2020. (48) 

Deste modo, a busca por dispositivos cada vez mais eficientes tem aumentado. 

A Figura 3a exibe o crescimento das publicações científicas em função dos anos para 

os imunoensaios de fluxo lateral; a Figura 3b mostra a segmentação do tipo de dados 

publicados. 
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Figura 3 – (a) Levantamento anual do número de publicações utilizando o conceito Lateral Flow 
Immunoassay no intervalo de 1997 até 2020. (b) Distribuição das publicações em função do tipo de 
documento; na qual a categoria “outros” engloba “estudo de avaliação, estudo de comparação, ensaios 
clínicos, estudos de validação, letters, avaliação de caso, estudo de observação, errata, comentários e 
revisão sistemática”. Levantamentos utilizando a base de dados SciFinder®. 

Fonte: autor do trabalho. 

 

Pela Figura 3a observa-se que até 2008 o número de publicações referentes 

aos imunoensaios de fluxo lateral se manteve constante, com um discreto aumento a 

partir 2009 até 2012. A partir 2013 houve um aumento acentuado ano a ano, sendo o 

maior número de publicações registrado em 2020, contando com 626 publicações. 

Esse aumento para o ano de 2020 pode ser explicado pela busca, desenvolvimento e 
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comparação da eficiência de testes rápidos tipo fluxo lateral para determinação do 

SARS-CoV-2, o coronavírus causador da pandemia mundial de Covid-19 que afetou 

todos os países a partir de 2020. (49) 

Conforme exibido na Figura 3b, do total de trabalhos registrados, a maior 

parcela é para os artigos científicos (57,2%) seguida pelas patentes (31%). Portanto, 

é possível notar o crescimento na busca por sistemas mais eficientes e de com 

viabilidade comercial. 

O dispositivo de fluxo lateral é constituído, como exibido na Figura 4, por um 

compartimento para inserir a amostra (tira de amostra); um compartimento conjugado 

à tira de amostra (tira conjugada) no qual são adicionadas as moléculas ou 

nanopartículas (NP) para o biorreconhecimento que se ligam ao analito (denominadas 

de moléculas/NP marcadoras); membrana de nitrocelulose, na qual flui a amostra e, 

por fim, uma tira para absorção dos reagentes (tira absorvente). (46) 

 

 

Figura 4 – Representação esquemática da tira de ensaio do tipo fluxo lateral com visão geral dos seus 
componentes e sentido do fluxo de solvente. 

Fonte: autor do trabalho. 

 

A amostra e a solução tampão de corrida são aplicadas na zona de amostragem 

que consiste em uma tira de amostra cuja constituição pode ser de nitrocelulose, nylon 

ou fibra de vidro. Podem ser aplicadas amostras de variadas composições: sangue 

total, plasma, soro, muco, saliva, água e alimentos. (50,51) 

O segundo componente é a tira conjugada, cuja constituição pode ser a mesma 

da tira de amostra, sendo a fibra de vidro utilizada na maioria dos testes. Tanto a tira 

conjugada quanto a tira de amostra podem ser modificadas com a adição de agentes 

bloqueadores ou surfactantes para impedir a adsorção das biomoléculas, garantindo 

assim sua total eluição. (50,51) 
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A tira conjugada é recoberta com quantidades conhecidas de um marcador (por 

exemplo, anticorpo, proteína ou DNA) específico ao analito. O marcador responsável 

pelo biorreconhecimento é acoplado a nanopartículas responsáveis pela resposta 

visual do sistema na zona de teste. As nanopartículas mais utilizadas para a resposta 

colorimétrica são látex ou ouro coloidal. (50,51) 

A membrana da zona de teste, constituída por nitrocelulose, é a parte na qual 

um segundo marcador específico para captura do analito é imobilizado em uma faixa 

estreita (linha de teste) na membrana. A intensidade da cor que aparece na linha de 

teste é proporcional à concentração do analito presente. As NP bioconjugadas livres 

migram pela membrana até a linha de controle, na qual é imobilizada um componente 

específico ao biorreconhecedor. Assim, a molécula conjugada na NP irá se ligar ao 

material específico formando uma linha visível, a qual é denominada de linha de 

controle e permite ao analista confirmar a viabilidade do teste. (50,51) 

A zona do reservatório (tira absorvente) é composta por celulose e possui a 

função de absorver toda solução de corrida adicionada para análise e os demais 

componentes não-reagentes; sendo de extrema importância para impedir que as 

soluções adicionadas voltem à tira e ocasionem erros no experimento. (50,51) 

A Figura 5 exemplifica o esquema básico de funcionamento do teste de fluxo 

lateral, além dos componentes principais do teste. 

 

 

Figura 5 – Representação esquemática de funcionamento do imunoensaios não-competitivo de fluxo 
lateral com resposta positiva e dos componentes do teste. (a) Adição da amostra. (b) Eluição pelo 
sistema. (c) Resposta colorimétrica nas linhas de teste e controle. 

Fonte: autor do trabalho. 
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Conforme exibe a Figura 5, a amostra contendo o analito é adicionada na tira 

de amostra e elui até a tira conjugada. O anticorpo imobilizado na nanopartícula de 

ouro se liga em um dos sítios disponíveis no analito. Ao continuar a eluição, outro sítio 

disponível se liga ao anticorpo de captura que compõe a linha teste. O excesso de 

conjugado continua a eluição e se liga ao anticorpo de captura específico na linha de 

controle; sendo observada a resposta colorimétrica gerada nas duas linhas. 

A resposta visual do teste de fluxo lateral é o indicador qualitativo da presença 

ou ausência do analito na amostra, conforme resume a Figura 6. 

 

 

Figura 6 – Resposta visual do teste de fluxo lateral de acordo com a presença do analito (teste positivo), 
ausência do analito (teste negativo) ou erros durante a resposta visual (teste inválido). 

Fonte: autor do trabalho. 

 

Pela Figura 6 nota-se que para a presença do analito, duas linhas coloridas são 

observadas, sendo a linha de teste e a linha de controle. No caso da ausência do 

analito, a linha de teste não apresenta resposta visual, apenas a linha de controle. É 

importante ressaltar que a linha de controle sempre deve apresentar resposta visual. 

Caso a linha de controle não apresente coloração ou apenas a linha de teste 

apresente resposta, o teste é considerado inválido e deve ser descartado. 

Possivelmente, algum erro durante a execução do teste ou degradação dos reagentes 

armazenados pode ter ocorrido. (50,51) 

Os principais formatos para os imunoensaios de fluxo lateral são do tipo não-

competitivo (como exemplificado na Figura 5) ou competitivos. O formato não-

competitivo (ou também formato sanduíche) pode ser estruturado para analitos de alta 

massa molecular e que possuem mais de um epítopo disponível, como proteínas e 

enzimas, por exemplo. Já o formato competitivo é utilizado para haptenos, que são 

moléculas pequenas (baixa massa molecular) que geralmente possuem apenas um 

epítopo disponível. (52) 
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Os ensaios de fluxo lateral são majoritariamente utilizados como testes 

qualitativos. Contudo, eles também podem ser utilizados como testes quantitativos 

utilizando propriedades específicas das nanopartículas marcadoras (luminescência, 

fluorescência, quimiluminescência, entre outras) como forma de detecção. Diferentes 

tipos de leitores são disponíveis comercialmente, desde equipamentos mais 

sofisticados de bancada até os portáteis como os smartphones. (53) 

Além dos anticorpos (mono ou policlonais) que são aplicados na maioria dos 

testes, atualmente outras fases de reconhecimento vêm sendo empregadas nos 

sistemas de fluxo lateral. São reportados o uso de fragmentos de anticorpos (apenas 

a porção Fab), nanocorpos (anticorpos específicos encontrados na família dos 

camelos) e aptâmeros (fitas simples de DNA). (51) 

Tian e colaboradores (54) desenvolveram um dispositivo de fluxo lateral para 

determinação qualitativa e quantitativa da tetraciclina. O dispositivo foi estruturado no 

esquema competitivo: nanopartículas tipo rede-organometálicas (Metal-Organic 

Frameworks – MOFs) marcadas com anticorpos anti-tetraciclina competem pelo 

reconhecimento da tetraciclina presente na amostra e pela tetraciclina imobilizada na 

nitrocelulose (linha de teste). A linha de controle foi composta por anticorpos anti-IgG 

de rato produzido em cabra. As imagens para quantificação foram obtidas utilizando 

uma câmera fotográfica, quantificadas pelo software ImageJ e o teste apresentou faixa 

de trabalho linear de 0,09 a 6 μg L-1 e limite de detecção de 0,045 μg L-1. 

Um teste de fluxo lateral para determinação qualitativa de oxitetraciclina foi 

desenvolvido por Naik e colaboradores. (55) O ensaio foi estruturado no formato 

competitivo, sendo a linha de teste composta por oxitetraciclina conjugada à BSA e a 

linha de controle composta por anticorpo anti-IgG de rato produzido em cabra. Nas 

nanopartículas de ouro foram conjugados anticorpos anti-oxitetraciclina produzidos 

em ratos. Obteve-se que o LOD visual foi de 10 μg L-1 em solução padrão e 30 μg L-1 

em amostra de leite fortificada com o analito. 

Qian e colaboradores (56) desenvolveram um teste de fluxo lateral para 

determinação de tetraciclina utilizando o espalhamento Raman para quantificação do 

analito na linha de teste. Na tira conjugada foram depositadas nanoestrelas de ouro 

conjugadas com anticorpo monoclonal anti-tetraciclina produzido em rato, a linha de 

teste foi composta por tetraciclina conjugada à BSA e a linha de controle composta 

por anticorpo anti-IgG de rato produzido em cabra. Conforme estrutura do ensaio 

competitivo, para maiores concentrações de tetraciclina, houve diminuição na 
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intensidade do sinal Raman (sinal visual de coloração cinza). O ensaio de seletividade 

mostrou diminuição do sinal da linha teste para oxitetraciclina e clortetraciclina, 

indicando a ocorrência de reação cruzada e, deste modo, os pesquisadores 

concluíram que o teste deveria ser aplicado para a família das tetraciclinas. 

Portanto, em função do exposto, o desenvolvimento de materiais e sistemas de 

identificação altamente seletivos para contaminantes emergentes possui significativa 

importância. Assim, o presente trabalho dispõe sobre o desenvolvimento de diferentes 

tipos de MIPs para tetraciclina e construção de sistemas de fluxo lateral com diferentes 

composições para determinação desse antibiótico. 
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6 CONCLUSÕES 

O desenvolvimento de novos tipos de MIP para determinação de tetraciclina foi 

realizado com sucesso. Por meio de todas as etapas de síntese, caracterização e 

otimização da eficiência, o MIP oco pode ser aplicado com sucesso no 

desenvolvimento de um teste de fluxo lateral inédito para determinação de tetraciclina. 

Considerando a estrutura do trabalho para o teste de fluxo lateral contendo 

aptâmero como fase de reconhecimento seletivo, as etapas que foram executadas 

exibiram a viabilidade do teste, permitindo perspectivas para o avanço da pesquisa 

nessa área. 
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