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RESUMO

A escopolamina (SCP) é um alcaloide natural extraido de plantas da
familia Solanaceae e é amplamente utilizado para diversas aplicacdes, desde fins
medicinais até atividades criminosas. Por exemplo, esse composto é adicionado a
bebidas com intengdo criminosa, numa pratica conhecida popularmente como “Boa
Noite, Cinderela”, causando efeitos sobre o sistema nervoso central do individuo.
Testes colorimétricos sdo considerados uma ferramenta bastante util para identificar
substancias suspeitas on site e se baseiam em reag¢des quimicas rapidas que
resultam em mudancgas visuais de cor. Eles sdo populares devido a sua simplicidade
inerente, baixo custo e portabilidade, entretanto, em muitos casos, os resultados de
tais testes podem nao ser conclusivos, em parte por causa da interferéncia de
especies quimicas semelhantes. A proposta da presente dissertacdo é o
desenvolvimento de uma lingua optoeletronica utilizando dispositivo microfluidico em
papel — denominada de YOPTO - composta por um arranjo de seis reagentes
colorimétricos capazes de discriminar a escopolamina de alcaloides semelhantes e
em bebidas alcodlicas. O método de impressao a cera foi empregado para fabricar o
dispositivo com seis pontos circulares para acomodagao dos reagentes conectados
a um ponto centralizado para permitir reagdes simultdneas com uma unica injecao
de amostra. As mudancgas de coloracao relacionadas a cada reacado foram usadas
para construir mapas diferenciais com uma impressdo digital Unica para cada
substancia quimica. A partir da diferenca na intensidade de cor antes e apds a
interacdo com os compostos em analise, as ferramentas quimiométricas PCA (do
inglés Principal Component Analysis, Analise de Componentes Principais) e HCA
(do inglés Hierarchical Cluster Analysis, Andlise de Agrupamentos Hierarquicos)
foram utilizadas para discriminar os diferentes alcaloides e diferentes bebidas
contaminadas com escopolamina. Os resultados mostraram que pequenas
quantidades de escopolamina (na faixa de ug) foram identificadas em diferentes
bebidas, comprovando que nosso dispositivo tem potencial para ser usado on site
para identificar e prevenir a ingestdo de amostras contaminadas.

Palavras — chaves: Boa Noite, Cinderela; Lingua optoeletrénica microfluidica a

base de papel; imagens digitais; colorimetria; ferramentas quimiométricas.
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ABSTRACT

Scopolamine (SCP) is a natural alkaloid extracted from Solanaceae family and is
widely used for several applications, from clinical purposes to criminal activities. For
instance, SCP is added to drinks with criminal intent, in a practice popularly known as
“Good Night, Cinderella”, causing effects on the individual's central nervous system.
Colorimetric tests are considered a very useful tool to identify suspicious substances
on site and are based on rapid chemical reactions that result in visual color changes.
Colorimetric tests are popular because of their inherent simplicity, low cost, and
portability, however, in many cases, the results of such tests may not be conclusive,
in part because of interference from similar chemical species. The purpose of this
dissertation is the development of an optoelectronic tongue using a paper-based
microfluidic device — so-called yJOPTO - composed of six reagents instead of a single
specific test, capable of discriminating scopolamine from similar alkaloids and
different alcoholic beverages. The wax printing method was used to fabricate the
device with six circulars spots for accommodation of reagents connected to a
centralized spot to allow simultaneous reactions with a single sample injection. The
color changes related to each reaction were used to build differential maps with a
unique fingerprint for each analyte. Based on this information (RGB values), the
chemometric tools PCA (Principal Component Analysis) and HCA (Hierarchical
Cluster Analysis) were used to discriminate among the samples and beverages
spiked with scopolamine. The results showed that small amounts of the drug (i.e. pg)
were identified in different beverages, proving that our device has the potential to be

used on site to prevent the ingestion of contaminated samples.

Keywords: Good Night, Cinderella; microfluidic paper-based optoelectronic tongue;

digital images; chemometric tools.
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1. INTRODUGAO
1.1.Escopolamina e seus derivados
1.1.1. Informagbes quimicas e toxicologicas

A escopolamina (C47H21NO4, SCP), Figura 1, pertence a classe dos alcaloides
tropanicos presente em diversas plantas da familia Solanaceae (CHERKAQUI et al.,
1997; CHEN et al., 2005; JAKABOVA et al., 2012) e seu uso como principio ativo de
medicamentos possui uma ampla gama de aplicagbes clinicas resultantes de
diferentes atividades farmacoldgicas devido as suas fortes agcbdes parassimpaticas,

anticolinérgicas e antieméticas (SAIZ et al., 2013).

Figura 1 - Estrutura quimica da escopolamina.

Devido a sua atividade anticolinérgica, este alcaloide tem um efeito inibidor
sobre receptores muscarinicos e sado estimulados pela acetilcolina no sistema
nervoso central (SNC) em relagdo a memoria. Além disso, sua utilizagdo pode gerar
uma dificuldade de discernimento e ao livre arbitrio e, por essa razao, € muito
utilizada em roubos e agressdes sexuais facilitadas por drogas (EBERT et al., 1998;
SAIZ et al., 2013).

Como agente anticolinérgico, a escopolamina é aprovada para uso na
prevencdo de nauseas e vOmitos associados ao enjoo e possui propriedades
farmacolégicas semelhantes as da atropina, que é outro alcaloide tropanico extraido
das plantas da familia Solanaceae. A SCP é bem absorvida apds administragao oral,
parenteral e/ou transdérmica. A droga € reversivelmente ligada as proteinas
plasmaticas, € metabolizada pelo figado e, posteriormente, excretada na urina
(EBERT et al., 1998).
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O composto brometo de N-butilescopolamina (BNBE), também conhecido
como brometo de n-butil-hioscina, Figura 2, (TYTGAT, 2007; SUENAGA et al., 2017,
GAMAL, 2020), € um derivado da escopolamina que possui um grupo quaternario de
amoénio substituindo o grupo funcional amina presente na escopolamina. Esse
derivado exerce efeitos anticolinérgicos periféricos ao inibir os receptores
muscarinicos de acetilcolina nas células musculares lisas, impedindo a sua
contracdo, diminuindo a dor e desconforto gastrico (SARGIN, ULUER e AYDOGAN,
2018). Por ndo cruzar a barreira hematoencefalica, essa agado anticolinérgica do
BNBE se limita aos tecidos periféricos ndo produzindo efeitos colaterais sobre o
sistema nervoso central (SNC) (SUEGANA et al., 2017). O BNBE também se liga
aos receptores nicotinicos, o que induz um efeito de bloqueio de ganglios (TYGAT,
2007; SUEGANA et al., 2017). Além disso, o BNBE é comumente usado para fins
analgésicos na célica ureteral aguda, na dor do parto, interrupgéo da gravidez, dor
abdominal e espasmos da vesicula biliar e outros 6rgdos que contém fibras
musculares lisas (SARGIN, ULUER e AYDOGAN, 2018).

Figura 2 - Estrutura quimica do brometo de N-butilescopolamina (BNBE).

O brometo de N-butilescopolamina é uma droga antiespasmodica mundial sob
o nome comercial de Buscopan (TYTGAT, 2007). E um sal de cor esbranquicada ou
na forma de particulas finas quase cristalinas, altamente soluveis em agua,

diclorometano e alcool absoluto (GAMAL, 2020). Em 1951 na Alemanha foi seu
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primeiro registro e em 1952 iniciou-se sua comercializagdo. Desde entdo, tornou-se
disponivel em todo o mundo tanto como um medicamento prescrito, como um
medicamento sem prescricdo em muitos paises (TYTGAT, 2007). A substituicao do
grupo funcional amina pelo grupo quaternario de amoénio altera a absor¢géo desse
composto e, consequentemente, a potencial toxicidade € diminuida. Apesar de
possuir menor efeito téxico do que a escopolamina, existem relatos da conversao
entre essas duas moléculas por simples aquecimento. Casos reportados na
literatura relatam overdose por escopolamina por presos apés fumarem o
medicamento que continha BNBE (JALALI, AFSHARI e BABAEI, 2014).

1.1.2. Uso como droga de abuso

Crime facilitado por drogas € o caso em que uma pessoa € vitima de um ato
criminoso estando sob o efeito de alcool ou drogas. No Brasil, este ato é
popularmente conhecido como golpe “Boa Noite, Cinderela”. As substéncias
quimicas mais utilizadas para este tipo de crime s&o: escopolamina, os subprodutos
da dimetiltriptamina, cetamina, flunitrazepam, gama-hidroxibutirato (GHB) e alguns
anti-histaminicos. Estas drogas podem incapacitar a vitima, prejudicando seu estado
de consciéncia, impedindo-a de oferecer resisténcia e de reter memaorias enquanto
intoxicada. Esses efeitos comecam a aparecer apdés 15 minutos do consumo, dando

a vitima pouco tempo para pedir ajuda.

De acordo com Waleska Borges (2020), o “Boa noite, Cinderela” foi utilizado
por ambulantes em blocos de Carnaval no Rio de Janeiro, Brasil. A vitima, que
relatou o caso em uma rede social, teve os pertences roubados e o0s criminosos
ainda fizeram uma divida de mais de R$2 mil com o seu cheque especial. A jovem
relata que tenha sido drogada com uma substancia conhecida como a “droga zumbi”
e também como “burandanga”, e ambas se referem a escopolamina. Apds o relato
da jovem, muitas pessoas também testemunharam que cairam no mesmo golpe no

mesmo local.

Waleska Borges (2020) menciona ainda a farmacéutica Carla Coura, diretora
do Conselho Regional de Farmacia do Rio, a qual relata que a escopolamina quando

associada ao alcool, anula a vontade e ao contrario dos benzodiazepinicos
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(farmacos que produzem efeito ansiolitico), que sdo de uso controlado, a
escopolamina pode ser encontrada em medicamentos para colicas vendidos
livremente em farmacias (por exemplo, o Buscopan). A diferenga entre o
medicamento e o veneno é a dose, isto é, os efeitos e consequéncias da ingestao
dessa substancia dependem da quantidade de escopolamina absorvida e do estado
de saude da pessoa. Também influi o fato dela ser consumida na forma pura ou
combinada com outras drogas. Dessa forma, quando associada ao alcool, a
escopolamina tem seu efeito potencializado, o que pode causar visdo turva, boca

seca e prisao de ventre.

A SCP também ¢é usada como uma droga recreativa, geralmente devido aos
seus efeitos alucinbgenos, mas também por suas supostas propriedades
afrodisiacas. Para produzir os efeitos alucindgenos, eles podem ser fumados e
muitas informagdes podem ser encontradas em féruns da Internet sobre como
preparar uma infusao das plantas, seja das raizes, folhas, caules, flores ou frutas e
sementes para esse fim. Em consequéncia disso, o uso de escopolamina € muito
perigoso, pois a ingestdo desse farmaco em doses altas pode levar a overdose
(SAIZ et al., 2013). Em geral, faltam dados exatos sobre as doses letais de
escopolamina em virtude da sua grande variedade de espécies o que torna dificil
estabelecer uma dose téxica precisa (LAUWERS et al.,1983; HERNANDEZ et al.,
2017). Defrates e colaboradores (2005) relataram casos com toxicidade resultante
de Datura Stramonium, planta que apresenta as substancias antimuscarinicas
atropina e escopolamina. Aléem disso, apresentaram a dose letal de atropina,
superior ou igual a 10 mg e de SCP, superior a 2-4 mg. Lauwers e colaboradores
(1983) apresentaram a dose letal de SCP de 10 mg em criangas. Por outro lado, os
adultos sobreviveram a mais de 100 mg por ingestdo de SCP. Os resultados dos

exames toxicoldgicos foram por espectrometria de massa no fluido gastrico e urina.

O seu uso como uma droga incapacitante em crimes sexuais e roubos é
conhecido ha muitas décadas. Todavia, a administracao da escopolamina, extraida
de plantas pertencentes aos géneros Brugmansia e Datura, tornou-se amplamente
utilizada por nativos e raizeiros nas Américas Central e do Sul. Essas plantas estao
distribuidas em todo o mundo, mas ocorrem principalmente em regides temperadas
e varias delas sdo usadas em paisagismo e jardinagem. Amnésia anterdgrada,

alucinagbes (visuais), agitagdo e comportamento submisso sao sintomas
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proeminentes em vitimas de crimes facilitados por envenenamento com
escopolamina (SAIZ et al., 2013 e LUSTHOF et al., 2017). Aliado a isso, ha muitos
casos de intoxicagdes graves causadas exclusivamente por escopolamina devido a
mistura intencional em bebidas (EBERT et al., 1998).

SAIZ et al. descreveram um relato onde uma pessoa foi presa em Madri
(Espanha) apés uma denuncia de uma mulher que havia sido drogada com
escopolamina. O suspeito, que fingia ser um xama, levou a mulher para sua casa e
depois de droga-la com uma bebida a qual a escopolamina havia sido adicionada,
ele a agrediu sexualmente varias vezes. Apos este caso ser reportado, mais 38
mulheres relataram terem sido estupradas pela mesma pessoa. Além disso, reportou
que a escopolamina foi adicionada a bebidas em boates para cometer roubos e/ou

agressoes sexuais.

Por se tratar de uma droga ilicita, se faz necessario o desenvolvimento de
meétodos analiticos com uma grande simplicidade operacional para que seja
realizado o monitoramento de amostras suspeitas de conter essa substancia. A
portabilidade juntamente com a miniaturizagdo possibilitando executar analise de
campo, baixo custo e seletividade sdo vantagens que procuramos para identificar

escopolamina em bebidas.

1.1.3. Métodos de determinagdo de SCP em bebidas e outras matrizes

Diversos métodos analiticos foram desenvolvidos para a determinacdo de
SCP em amostras de bebidas e em outras matrizes utilizando técnicas como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM) (OERTEL et al., 2001; STEENKAMP et al., 2004; CHEN et al., 2005;
JAKABOVA et al., 2012; OISHI, NAGATOMI e SUZUKI, 2019), cromatografia gasosa
com detecgdo por espectrometria de massas (GC-MS) (OERTEL et al.,, 1996;
NAMERA et al., 2002) e eletroforese capilar com detecgdo condutométrica sem
contato (EC-C4D) (SAIZ et al., 2013; MARRA et al., 2014; CUNHA et al., 2017; DA
COSTA OLIVEIRA et al., 2019). Essas técnicas instrumentais sao de alto custo e
exigem procedimentos trabalhosos e demorados da amostra, aliado a isso, quando

se trata de analises no local, busca-se utilizar um método de deteccdo de baixo
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custo e de simplicidade instrumental. Com base nesses quesitos, técnicas
colorimétricas e espectrofotométricas podem ser uma excelente alternativa devido a
sua simplicidade, facilidade de miniaturizagdo, baixo custo e uso de pequenas
quantidades de reagentes e amostras. Alguns reagentes colorimétricos foram
previamente utilizados para determinacdo de escopolamina, tais como o aménio
reinecato (NH,[Cr(NCS),(NHs),]-H,O), indicadores de pH (verde de bromocresol e
azul de bromotimol) e hidroxamato de ferro (BANDELIN, 1950; FELDMAN e ROBB,
1970; ERK e ONUR, 1996; GOUDA et al.,, 2008). Apesar desses meétodos
fornecerem uma resposta relativamente adequada em termos de sensibilidade, a
maioria deles envolve reagdes que nao sao seletivas a escopolamina ou que sao

influenciadas pela matriz da amostra.

1.2.Narizes e linguas optoeletrénicas (Arranjo de sensores colorimétricos)
1.2.1. Definigéo / principio de funcionamento

O controle de qualidade de alimentos e bebidas é altamente importante tanto
para questdes industriais de qualidade quanto do ponto de vista do consumidor. Na
ultima década, uma variedade de tipos de sensores foi desenvolvida e varias
aplicacoes foram realizadas para analises de alimentos e bebidas nas fases liquida
e gasosa (DI NATALE et al., 2004; BERNA, 2010; NIKAHD e KHALILZADEH, 2016;
MANIKANDAN, ADHIKARI e CHEN, 2018). Em decorréncia da cada vez mais
crescente demanda de novos produtos e processos, ha uma necessidade urgente
para desenvolver metodologias eficazes que permitam a deteccao rapida, sensivel,
portatil e barata de analitos e contaminantes toxicos em fase liquida ou gasosa. E
importante ressaltar que amostras de alimentos possuem diversas substancias
quimicas com diferentes propriedades, o que torna a analise direta um desafio
bastante grande. Um desenvolvimento interessante nessa area é o uso de sistemas
multissensorial (ou arranjo de sensores), os chamados "linguas e narizes
eletrdnicos". Estes sdo dispositivos eletrénicos que consistem em uma série de
elementos sensores de reatividade diferencial, de forma que mediante um
tratamento estatistico subsequente seja possivel diferenciar os sabores e odores,
nos quais as respostas compostas da matriz diferenciam os analitos uns dos outros
(ZHANG, BAILEY e SUSLICK, 2006; LI, ASKIM e SUSLICK, 2018). Cada elemento
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sensor que compde um nariz eletrénico ndo € seletivo a uma espécie quimica,
porém, quando uma série de elementos sensores é utilizada, o padrdo geral da

resposta é seletivo aquela espécie ou amostra em analise.

O primeiro exemplo de nariz artificial foi relatado por Persaud e Dodd em
1982, fundadores do Instituto de Pesquisa Olfativas de Warwick, que compreende
um conjunto de sensores quimicos eletrénicos que cria um perfil Unico — ou
impressédo digital — frente a uma amostra, utilizando elementos transdutores
semicondutores. O funcionamento do nariz artificial € semelhante ao sistema olfativo
de mamiferos, onde os nervos existentes no nariz reconhecem alguns compostos e
enviam a informacéao para o cérebro, onde a informacgéao é organizada, discriminando
com sucesso uma ampla variedade de odores (VLASOV, LEGIN e RUDNITSKAYA,
2002; ZHANG, BAILEY e SUSLICK, 2006; XU et al., 2016; LI, ASKIM e SUSLICK,
2018; MAJCHRZAK et al., 2018). Estima-se que os humanos possam diferenciar
mais que 1 trilhdo de odores diferentes (BUSHDID et al., 2014).

O desenvolvimento vigoroso de novas técnicas de detecgao quimica resultou
na disponibilidade de outros elementos sensores uteis como alternativas para uso
em sistemas de narizes eletronicos. Entre estes, a utilizacdo de sensores
colorimétricos como elementos sensores em sistemas de narizes eletrbnicos (ou
arranjo de sensores) sao especialmente notaveis (LI, ASKIM e SUSLICK, 2018). A
imobilizagdo de reagentes colorimétricos em matrizes solidas fornece uma
abordagem facil, eficiente e sensivel para a rapida detecgao e identificacdo de uma
ampla gama de analitos por meio da alta reatividade quimica com base no uso de
diferentes indicadores impregnados em matrizes hidrofébicas ou hidrofilicas, tais
como polimeros e celulose (ASKIM, MAHMOUDI e SUSLICK, 2013; LI e SUSLICK,
2016).

Cada reagente colorimétrico utilizado como elemento sensor deve conter um
centro ativo que pode interagir quimicamente com os analitos ou grupos de analitos
desejados e um cromdforo intenso que esta fortemente acoplado a esse centro
ativo. A mudanga de cor ocorre por meio das interagbes intermoleculares dos
analitos com o centro ativo. Assim, através da mudanca de cor provocada pela
interacao dos analitos com os diversos corantes quimio-responsivos que compdem o

arranjo colorimétrico, gera-se um padrao que é uma impressao digital de cores para
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qualquer odorante ou mistura de odorantes, o que é diferente da abordagem
convencional de sensoriamento, onde receptores especificos respondem a analitos
especificos. Os corantes, assim sendo, tém reatividade cruzada, mas o padrao da
matriz a resposta é unica, desta forma, tais arranjos de sensores Opticos sao
frequentemente referidos como narizes ou linguas optoeletrénicas (LI e SUSLICK,
2016; LI, ASKIM e SUSLICK, 2018).

Desde entdo, diversos estudos surgiram nesta area, sendo cada vez mais
usados como alternativa aos métodos tradicionais, que vao desde cenarios médicos
até a industria alimenticia. A Tabela 1 apresenta algumas das varias aplicagdes

possiveis para narizes ou linguas optoeletronicas.

Tabela 1 - Exemplos de aplicagbes utilizando narizes e/ou linguas

optoeletrénicas.

Tipos de analitos  Numero de Amostras Técnica Referéncias
reagentes quimiométrica
utilizada
10 cepas de 36 Bioldgica; sangue Mapa CAREY et
bactérias de ovelha e carneiro  diferencial; al., 2011.
PCA; HCA
12 cepas 36 Biologica; meio agar Mapa ZHANG et
fungicas YPD diferencial; al., 2014.
HCA; PCA;
LDA
15 espécies 80 Bioldgica; sangue Mapa LIM et al.,
bacterianas de ovelha diferencial; 2016.
PCA; SVM
Descarbonatagéao 25 Qualidade de Mapa ZHANG e
bebidas; 14 diferencial; SUSLICK,
refrigerantes PCA; HCA 2007.
Compostos 36 Qualidade de Mapa Lle
organicos bebidas; 14 licores diferencial, SUSLICK,
volateis — PCA; HCA; 2018.

oxidacao SVM
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Envelhecimento - 16 Qualidade de Mapa SALINAS et
microbioldgico e alimentos; carne de  diferencial; al., 2012.
sensorial frango PCA; PLS
Envelhecimento 7 Qualidade de Mapa SALINAS et
— microbiolégico alimentos; salsichas  diferencial; al., 2014.
e sensorial de porco PCA; PLS
Compostos 12 Qualidade de Distancia CONRADO
organicos alimentos; 13 Euclidiana; et al., 2021
volateis — azeites de soja e 4 Mapa
oxidacao Oleo de canola diferencial,;
PCA; HCA
5 explosivos 3 Explosivos Mapa SALLES et
diferencial, al., 2014.
PCA; HCA
6 ions metalicos 3 Agregacao de Mapa Ll etal.,
AuNP diferencial; 2019.
LDA

1.2.2. Principais classes de reagentes

Os métodos colorimétricos permitem a deteccdo visual da presenga ou

auséncia do analito em suspeita com base na mudanca de cor sem a utilizacdo de
instrumentos sofisticados. Com a introdugcdo de dispositivos que adquirem e
meétodos que utilizam o processamento de imagens digitais da reagao colorimétrica,
€ possivel uma abordagem relativamente facil, eficiente e sensivel para
quantificacdo de compostos quimicos, além da simples detec¢cao da presenca do
analito. Devido ao desenvolvimento da tecnologia de dispositivos de aquisi¢ao de
imagens, tais como smartphones e scanners portateis, estes ainda podem ser
facilmente miniaturizados e permitem multiplas analises com um unico instrumento
de controle no local. Essa abordagem ja foi empregada para detectar compostos
inflamaveis, explosivos e téxicos in situ. Além disso, os métodos colorimétricos

também possuem diversas vantagens, tais como boa seletividade, alta sensibilidade,
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nao destrutiva, ndo dispendiosa, baixo limite de detecgdo e resposta rapida (XIAO-
WEI et al., 2018).

Os elementos sensores utilizados nas reagdes colorimétricas sdo baseadas
em corantes quimiorresponsivos e sao selecionados para determinada aplicagao
baseado em sua reatividade quimica dos analitos, ao invés de suas propriedades
fisicas, como o caso dos arranjos de elementos sensores eletrénicos. Isso fornece
uma alta dimensionalidade para a detec¢do quimica, ja que diferentes tipos de
interagdo quimica podem ser explorados, e também permite alta sensibilidade,
muitas vezes até partes por bilhdo (ppb) ou mesmo partes por trilhdo (ppt). Como ja
mencionado, a utilizagdo de arranjo de elementos sensores aumenta o poder de
seletividade do método colorimétrico, sendo possivel a discriminagao de analitos
muito semelhantes por meio do perfil de mudanga de cor, ou impressao digital de
cor, de misturas em uma ampla faixa de categorias de analitos, nas fases gasosa e
liquida (LI, ASKIM e SUSLICK, 2018).

Existem dois requisitos fundamentais para o design de um arranjo de
sensores colorimétricos (CSA): (1) o corante deve conter um centro para interagir
com os analitos em estudo e (2) este centro de interagdo deve ser fortemente
acoplado a um croméforo intenso. O primeiro requisito implica que seria altamente
vantajoso para a interagao ser mais do que simples adsorcao fisica e envolver
outras interagdes quimicas (ASKIM, MAHMOUDI e SUSLICK, 2013).

As respostas dos sensores colorimétricos se baseiam em interagdes
moleculares entre analito e diversas classes de corantes com centros ativos
baseados em diferentes tipos de interagdes moleculares, resultando em mudancgas
de coloragao apos a exposi¢gao com o analito. Essas mudancas de cor relacionadas
a cada corante sdo usadas para construir mapas diferenciais com uma impressao
digital unica, obtendo-se uma imagem antes e apds a exposicdo com a amostra,
construindo um perfil de cor (ou impresséao digital) de cada composto, em funcéo da
interagdo que ocorreu entre o analito e os diferentes tipos de corantes (ASKIM et al.,
2016). A Figura 3 apresenta um esquema de funcionamento de um arranjo de
sensores colorimétrico. A primeira imagem € obtida antes da exposicdo com o

analito, a segunda imagem ¢é obtida apds a exposi¢ao ao analito e ao subtrair as
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imagens, € possivel obter a terceira imagem do mapa diferencial do analito (ou em

inglés, fingerprint) em analise.

Figura 3 - Representagdo de um arranjo de sensores colorimétricos antes e

apo6s a exposi¢cao com o analito e o mapa diferencial resultante.
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Fonte: Adaptado de XIAO-WEI et al., 2018.

Desse modo, o grande poder dos sensores colorimétricos € sua capacidade
de sondar as diferentes reatividades quimicas dos analitos através de interacoes
intermoleculares que nao sejam adsorgéo fisica (ASKIM, MAHMOUDI e SUSLICK,
2013). Pode-se classificar os reagentes colorimétricos em cinco classes, em fungao
do seu tipo de interagao e resposta: (i) Corantes acidos ou basicos de Brgnsted (por
exemplo, indicadores de pH), (ii) corantes de acido / base de Lewis (por exemplo,
complexos de metal com locais de coordenagao abertos ou cromdgenos contendo
ions de metal - metaloporfirinas), (iii) corantes redox, (iv) corantes com grandes
dipolos permanentes (ou seja, corantes solvatocrdmicos ou vapocrémicos) para
deteccdo de polaridade local, e (v) materiais agregativos cromogénicos (por
exemplo, nanoparticulas plasménicas) (LI, ASKIM e SUSLICK, 2018). A Figura 4
apresenta um arranjo organizado de um sensor colorimétrico com as diferentes

classes de corantes.

Figura 4 - Principais classes de indicadores.

.- . Metaloporfininas
.- O Indicadores. acidos
., 0 Indicadores redox

. O Agregatives cromogénicos

._ . Indiczdores basicos

Fonte: Adaptado de XIAO-WEI et al., 2018.
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E importante ressaltar que a escolha dos corantes é regida empiricamente
pelo uso pretendido. Deve-se considerar se este arranjo destina-se a discriminagao
de uma ampla gama de classes analitos ou se tera uma aplicagdo mais focalizada a

uma classe.

Com a utilizagdo de matrizes sélidas para ancorar o0s reagentes
colorimétricos, a detecgao visual de mudanga de cor e/ou a obtengdo da imagem
digital pode ser realizada pelo modo de refletancia da luz incidente. Nesse método,
um scanner de bancada ou camera digital pode ser usado para capturar a luz
refletida na superficie das regides coloridas dos sensores colorimétricos no substrato
solido. Ao obter-se a imagem digital desse sistema, o proximo passo € a
transformacado dos pontos coloridos referentes a reagdo colorimétrica em sinal
analitico, ou seja, em intensidade de cor. Um dos sistemas de cores utilizado para
expressar numericamente as cores em dispositivos digitais € o sistema RGB (do
inglés red, green and blue), visto que esses valores sao utilizados pelos dispositivos
digitais mais comuns e a sua extragado de imagens digitais podem ser realizadas por
um software de analise de imagem digital padrédo disponivel gratuitamente. Este
meétodo € uma excelente alternativa, visto que cameras e scanners estao
amplamente disponiveis e sado tecnologias familiares fora do contexto da
instrumentacéo cientifica (DIEHL e ANSLYN, 2013).

Notavelmente, inimeros sistemas de cores tém tornado uteis para analisar as
imagens digitais obtidas pelos arranjos de sensores colorimétricos, contudo, o
sistema de cores RGB é o mais aplicado para este fim pela sua facilidade de

entendimento.

1.2.3. Sistema de cores RGB

A criacao dos modelos de cores fornece uma quantificagdo das cores em
um formato padronizado, ou seja, pode ser realizada utilizando dispositivos distintos.
Dessa maneira, um modelo de cores é uma representacdo em um sistema de
coordenadas 3D na qual cada cor é representada por um unico ponto deste sistema
(GONZALEZ e WOODS, 2000; CARDOSO, 2014). Este sistema de formagéo de

cores é semelhante ao percebido pelo ser humano em um processo de combinacgao
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de diferentes valores como um conjunto de cores primarias. Normalmente, os
modelos de cores possuem trés ou quatro componentes de cores e diferentes
espacos de cores estdo disponiveis para diferentes dispositivos eletronicos, tais
como impressoras, monitores, cadmeras e etc (IBRAHEEM et al., 2012). Existem
varios sistemas de cores, tais como RGB (red, green and blue), CMY (cyan,
magenta and yellow) e CMYK (variante do modelo CMY, onde k denota black), HLS

(hue, saturation, lightness) e HSV (hue, saturation, value).

O modelo RGB se baseia em um sistema de coordenadas cartesianas e de
uma combinagao aditiva das trés cores primarias: vermelho, verde e azul
(GONZALEZ e WOODS, 2000; WEN e CHOU, 2004; CARDOSO, 2014). O espago
de cores RGB pode ser representado como um cubo por valores de cores RGB,
Figura 5, normalizados na faixa [0, 1] com valores de cinza na diagonal principal dos
valores de preto (0, 0, 0) e no canto oposto os valores de branco (1, 1, 1)
(IBRAHEEM et al., 2012).

Figura 5 - Cubo de cores RGB. Os pontos ao longo da diagonal representa a
escala de cinza desde a coloragao preta (0, 0, 0) na origem até a coloragao branca
(1,1, 1).

K7/ n(100) (1,1,0)"

Fonte: CARDOSO, 2014.

A composigao dos vetores R (Red), G (Green) e B (Blue) séo utilizadas na
maioria dos dispositivos digitais para representar as cores. Uma das representagdes

mais usuais para as cores € a utilizacdo da escala de 0 a 255, uma vez que cada
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valor de cor corresponde a 1 byte (8 bits). Isso significa que cada canal pode
armazenar 8 bits de informacédo e que cada cor pode variar de 0 a 255 (28=256)
tonalidades, o que da um total de mais de 16 milhdes de combinagdes. Dessa forma,
as cores representadas em imagens sao uma mistura aditivas destes 3
componentes (R, G e B). A Figura 6 apresenta um exemplo da coloragdo vermelha,
na qual se tem 255 para o vermelho, O para o verde e 0 para o azul. Conforme
ocorre variagao das cores, estes valores sao alterados. Assim, a cor verde intensa é
representada por (0, 255, 0); azul por (0, 0, 255); branco por (255, 255, 255); e preto
por (0, 0, 0).

Figura 6 - Exemplo do modelo RGB para coloragdo vermelha utilizando um

software grafico para manipulagcado da imagem (Inkscape).
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Em quimica analitica, a combinacdo entre métodos de processamento de
imagens digitais com sistemas analiticos miniaturizados resulta em excelentes
vantagens, tais como simplicidade, portabilidade, baixo custo e facil acessibilidade.
Além de permitir a detecgao instantanea do analito em teste, € possivel realizar a
quantificacdo usando essa abordagem. Um dos sistemas analiticos miniaturizados
que tem sido utilizado acoplado com dispositivos de imagens digitais é o dispositivo

microfluidico em papel.
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1.2.4. Uso do papel e dispositivos microfluidicos em papel

A microfluidica é a ciéncia / tecnologia dos sistemas que processam ou
manipulam pequenas quantidades de fluidos (107 a 107" litros), por meio de canais
com dimensdes de dezenas a centenas de micrédmetros. A técnica proporciona
diversas vantagens, tais como: a capacidade de usar quantidades muito pequenas
de amostras e reagentes; realizar separagbes e detecgdes com alta resolugéo e
sensibilidade; baixo custo e tempos curtos de analise e portabilidade (WHITESIDES,
2006).

Na literatura, os primeiros trabalhos usaram dispositivos microfluidicos de
silicio e vidro, porém, estes materiais possuem custo elevado e requerem
equipamentos especializados para sua produgao. O silicio, em particular, apresenta
desvantagem de ser opaco a luz visivel e ultravioleta e, por isso ndo pode ser
utilizado em aplicagbes baseadas em detecgdo optica (WHITESIDES, 2006). A
fabricacdo desses dispositivos depende de varias caracteristicas, que sao: custo,
superficie quimica, propriedades Opticas e elétricas, biocompatibilidade, facilidade
de fabricagao e integracéo e a viabilidade de producdo em grande escala. Conforme
a aplicacdo, os dispositivos podem ser produzidos a partir de vidro, silicio,
polimeros, papel e inclusive por uma combinagao destes materiais (KOVARIK et al.,
2012).

Recentemente, o desenvolvimento de plataformas de baixo custo, portateis,
aplicabilidade em campo e facil manuseio tem sido os mais procurados e
selecionados. O substrato a base de papel, por conseguinte, € uma alternativa
versatil para produgdo em alta velocidade de dispositivos microfluidicos por ser um
material abundante, barato, acessivel, sustentavel, de facil transporte, manuseio e
descarte, além de apresentar uma estrutura porosa que permite o transporte do
fluido de amostra por capilaridade (MARTINEZ et al., 2007; KOVARIK et al., 2012;
HU et al., 2014). Em 2007, o grupo de pesquisa do Professor George M. Whitesides,
da Universidade de Harvard, demonstrou o uso desse substrato para a fabricagao de
dispositivos microfluidicos a base de papel (do inglés microfluidic paper-based
analytical devices, yPADs) (MARTINEZ et al., 2007; HU et al., 2014).

A aplicagdo de pPADs é particularmente favorecida em aplicagdes que

requerem analise rapida com baixo custo e operacado simples. Embora a aplicacao
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inicial proposta tenha sido dispositivos do tipo “point-of-care” e que s&o relevantes
para diagnodsticos de doencas em paises em desenvolvimento, onde os recursos e
especialistas sao limitados, varias aplicagbes também existem no mundo
desenvolvido. Essas vantagens impulsionaram o crescimento do campo em diregao
as aplicagbes de dispositivos analiticos portateis para diagnosticos clinicos,

monitoramento ambiental e garantia de seguranca alimentar (YANG et al., 2017).

Na ultima década, uma variedade de métodos de fabricagdo para yPAD foram
relatados, como impressao a cera, serigrafia, impressao flexografica, recorte a laser,
plotagem mecanica, fotolitografia, tratamento por plasma, corte de papel, deposigao
de polidimetilsiioxano (PDMS), dentre outros (CARRILHO, MARTINEZ e
WHITESIDES, 2009; DUNGCHAI, CHAILAPAKUL e HENRY, 2011).

Dentre as enumeradas acima, a impressora a cera € uma metodologia
bastante simples e propicia para varias areas. Segundo Carrilho et al. (2009),
padrées de cera soélida foram empregadas sobre a superficie do papel e, em
seguida, utilizaram uma placa/chapa de aquecimento permitindo a penetragdo e o
espalhamento da cera nos poros do papel, Figura 7, de modo a formar barreiras
hidrofébicas que definem a zona hidrofilica, ou seja, o layout dos yPAD é desenhado
com o auxilio de um software grafico por meio de impressoras a cera. A alternativa é
simples, além de diminuir problemas de dispersdo o que contribui para a detecgao
de reacgdes colorimétricas, de acordo com a geometria e a area (MARTINEZ et al.,
2007; CARRILHO, MARTINEZ e WHITESIDES, 2009).

Figura 7 - Representacdo esquematica das etapas basicas para a fabricagao
de yPADs por impresséao a cera.
1. Desenho do 2. Impressio dos 3. Placa de

layout dispositivos aguecimento

P
& B

Fonte: Adaptado de CARRILHO, MARTINEZ e WHITESIDES, 2009.

De acordo com Yang (2017), a maioria dos PPADs emprega detecgao

colorimétrica porque fornece uma leitura facil dos sinais quimicos gerados,
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possibilitando medigcbes sem instrumentos (por exemplo, via distancia). Os
resultados dos ensaios colorimétricos podem ser qualitativos, semiquantitativos ou
quantitativos, dependendo dos objetivos do ensaio. Ensaios qualitativos em uPADs
sdo comumente obtidos sem qualquer instrumentagdo externa, pois fornecem
resultados sim / ndo que podem ser facilmente determinados a olho nu. A analise
semiquantitativa pode envolver o uso de um grafico de cores para estimar a
quantidade relativa de analito com base em uma curva de calibracdo pré-
estabelecida. Medi¢gdbes mais rigorosas e cuidadosamente controladas sao
necessarias para analises quantitativas em pyPADs a fim de obter niveis de analito
exatos e precisos. Essas medigbes sdo normalmente realizadas através do emprego
de instrumentos para adquirir imagens e software de processamento de imagens

para quantificar as intensidades e / ou matrizes do sinal de cor.

Os dispositivos microfluidicos a base de papel oferecem a vantagem de que
as informacbes de varios analitos presentes na amostra podem ser obtidas
simultaneamente. Todavia, os sinais obtidos geralmente n&o s&o conclusivos,
tornando necessaria a utilizacao de métodos quimiométricos para aumentar o poder

de discriminagao dos resultados obtidos.

1.3.Ferramentas Quimiométricas

Em 1971, o termo quimiometria surgiu pela primeira vez para descrever o uso
crescente de modelos matematicos, principios estatisticos e outros meétodos
baseados em logica no campo da quimica e, em particular, no campo da quimica
analitica. A quimiometria € um campo interdisciplinar que envolve estatisticas
multivariadas, modelagem matematica, ciéncia da computagdo e quimica analitica
(GEMPERLINE, 2006). Estes métodos quimiométricos sao usados rotineiramente
para reduzir a dimensionalidade dos dados e apresenta-los na forma grafica para
interpretagao visual (XIAO-WEI et al., 2018).

Fundamentalmente, o modelo estatistico dos métodos analiticos multivariados
tem a vantagem de ser capaz de diferenciar analitos com maior poder
discriminatério. Além disso, ter uma alta dimensionalidade envolve uma abordagem

mais sofisticada das estatisticas, avalia conjuntos de dados e prevé a identidade de
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amostras nao identificadas com base em uma biblioteca conhecida (ASKIM,
MAHMOUDI e SUSLICK, 2013).

Os métodos quimiométricos utilizados para identificar as semelhancas e as
diferengas em variados tipos de amostras, para agrupa-las e classifica-las, estéo
divididos em dois grupos: os meétodos supervisionados e os meétodos nao
supervisionados de reconhecimento de padrdées. Ambos se baseiam nas seguintes
suposicoes: as amostras do mesmo tipo sao semelhantes; existem diferencas
significativas entre diferentes tipos de amostras e o conjunto de medidas disponiveis

€ capaz de detectar essas semelhancas e diferencas (FERREIRA, 2015).

Nos meétodos supervisionados, cada amostra analisada provém de uma
classe preestabelecida e essa informacéao € utilizada durante a analise dos dados e
na construgdo dos modelos de classificagdo (FERREIRA, 2015). Esses modelos
supervisionados incorporam informagdes externas conhecidas (normalmente rétulos
de amostra e concentracbes) e podem ser usados para prever informacdes
extremamente Uuteis relacionadas a esses parametros extras (por exemplo,
classificagdo e regressao). Estes conjuntos de dados requerem um numero maior de
amostras para incorporar adequadamente os parametros externos conhecidos, o
que sao quase sempre aumentados com métodos nao supervisionados, a fim de
melhorar ou avaliar a precisdao e generalizagdo dos resultados preditivos (por
exemplo, como na validagdo cruzada) (LI, ASKIM e SUSLICK, 2018).

Ja, os métodos ndo supervisionados ndo fazem uso dessa informacgao e,
portanto, ndo querem conhecimento prévio a respeito da classificagdo das amostras.
Elas serdo agrupadas naturalmente com base na informacdo contida nos dados
experimentais em questdao (FERREIRA, 2015). Geralmente seguem algoritmos
simples e diretos e sdo usados, principalmente para analise descritiva, ou seja,
usados para fornecer informagdes quantitativas sobre o conjunto de dados que
podem nao ser prontamente aparentes (por exemplo, similaridade entre amostras,
agrupamento de amostra) (LI, ASKIM e SUSLICK, 2018).

Tendo isso em mente, dois métodos serdo abordados: analise de
componentes principais (PCA) e analise por agrupamentos hierarquicos (HCA), que

sao métodos nao supervisionados e foram utilizados neste trabalho.



36

1.3.1. PCA (Principal Component Analysis — Analise de Componentes

Principais)

A analise de componentes principais, PCA (do inglés, principal component
analysis) € uma técnica de redugdo dimensional que condensa a variancia entre
varias dimensdes possivelmente correlacionadas, criando um novo conjunto
ortogonal de dimensdes usando combinagdes lineares das dimensdes iniciais
(ASKIM, MAHMOUDI e SUSLICK, 2013), sem que as relagdes entre as amostras
sejam afetadas. Utilizando essa metodologia € possivel descobrir, visualizar e
interpretar as diferengas existentes entre as variaveis e examinar as relagbes que
podem existir entre as amostras (FERREIRA, 2015).

Essas novas dimensdes (também conhecida como dire¢cdo, componente,
coordenada, etc.) sdo classificadas de forma que a primeira dimensdo explique a
maior quantidade de variagdo de dados, a segunda dimensao explique a segunda
maior e assim por diante. Este procedimento é direto e prontamente disponivel em
pacotes de software comerciais, 0 que contribui muito para sua popularidade.
Normalmente, busca-se um numero de novas dimensdes ortogonais suficientes para
abranger pelo menos 95% da variancia (ASKIM, MAHMOUDI e SUSLICK, 2013; LI,
ASKIM e SUSLICK, 2018).

Plotagens usando o conjunto resultante de componentes principais séo
frequentemente mais faceis de visualizar do que o conjunto de dados original, mas
apenas se o conjunto for realmente de baixa dimensdo em um sentido estatistico. A
PCA é amplamente usada na visualizagdo de dados de sistemas de narizes
eletrdnicos, o que muitas vezes requerem apenas dois ou talvez trés componentes
principais para expressar a variabilidade entre os dados, independentemente do
numero de sensores diferentes no arranjo. Para dados de baixa dimensao, a PCA
fornece um método simples de descrever a variabilidade em um conjunto de
amostra, ou seja, como as amostras sdo semelhantes entre si (ASKIM, MAHMOUDI
e SUSLICK, 2013).

Ao lidar com uma ampla gama de classes de analito, um arranjo de sensores

projetada para sondar um grande espaco de reatividade (ou seja, uma matriz com
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alta dimensionalidade em um sentido estatistico) é altamente desejavel a fim de
aproveitar a especificidade da matriz e diminuir a probabilidade de sobreposicao,
devido, por exemplo, a mudangas na concentragao ou adigdo de novos analitos. Na
auséncia de ruido, a dimensionalidade maxima tedérica do espago PCA gerado é o
menor entre o numero de classes de amostra ou o tamanho do espaco de
reatividade quimica. Ao usar uma classe estreita de analitos ou usar uma matriz de
sensores com um pequeno espaco total de reatividade quimica, entdo a aparente
alta dimensionalidade da saida de um sensor é indicativa de uma grande
contribuigdo de ruido - essencialmente, uma baixa relagdo sinal-ruido (S / N)
(ASKIM, MAHMOUDI e SUSLICK, 2013; LI, ASKIM e SUSLICK, 2018).

Como consequéncia da correlagdo entre os sensores e a influéncia do ruido,
a dimensionalidade dos dados de saida - o tamanho do espaco dimensional da PCA
- ndo é determinada diretamente pelo numero de sensores em uma matriz. Levando
em conta que os componentes principais sdo combinagcbes de respostas de
componentes de matriz, a magnitude da variagdo descrita por cada componente
principal fornece algumas informag¢des sobre a contribuigdo de cada propriedade

quimica para a resposta geral do sensor (LI, ASKIM e SUSLICK, 2018).

A PCA, desse modo, gera seu proprio espaco dimensional que pode ser
usado para fazer previsdes rudimentares, especialmente se o conjunto de dados for
de baixa dimensdo e tiver uma grande separagdo entre as classes de amostra.
Basta projetar a resposta do sensor desconhecido no espago dimensional da PCA e
determinar se o novo ponto de dados esta ou ndo proximo aos dados de o conjunto
de treinamento (LI, ASKIM e SUSLICK, 2018).

Neste trabalho, a técnica PCA foi utilizada para correlacionar estatisticamente
os dados obtidos pelos sensores indicando se determinada amostra analisada é
semelhante ou nédo da outra. Para efetuar a anélise, a PCA utiliza um grafico (“score
plot”), que serédo estabelecidos através da proximidade ou distanciamento entre os
pontos dos padroes de semelhanca ou de diferenca entre os dados originais da
amostra. O grafico da PCA é expresso em termos de sua variancia, indicando

quanta informacgéao esta contida por cada componente principal dos dados originais.
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1.3.2. HCA (Hierarchical Cluster Analysis — Analise de Agrupamentos

hierarquicos)

A analise de agrupamentos hierarquicos, HCA (do inglés, hierarchical cluster
analysis) € uma técnica de agrupamento em que grupos de pontos (clusters) em um
espaco multidimensional sao criados em um numero discreto de etapas e
conectados usando algum tipo de métrica de distdncia como, por exemplo, a
distancia euclidiana. Em sua forma mais simples, as amostras mais semelhantes sdo
emparelhados em um unico cluster que é entdo emparelhado com outras amostras
ou clusters do grupo mais proximo até que todos os grupos e clusters estejam
conectados uns aos outros (ASKIM, MAHMOUDI e SUSLICK).

A HCA pode ser tratada usando um processo de divisao "de cima para baixo"
(isto é, dividindo sucessivamente clusters maiores) ou um processo de aglomeragao
"de baixo para cima" (fundindo sucessivamente clusters menores). Em cada etapa
do processo de aglomeracédo, normalmente dois clusters existentes (para a primeira
etapa, pontos de dados) sdo mesclados para formar um novo cluster usando um
critério de ligagao (por exemplo, média, centroide, variancia minima); isso é repetido
até que apenas um unico cluster permaneca. O critério de ligagdo mais comum € o
meétodo de variancia minima de Ward, em que a variancia total dentro do cluster é
minimizada em cada etapa (LI, ASKIM e SUSLICK, 2018).

Por conseguinte, o dendrograma resultante mostra a conectividade e alguma
medida da distancia entre cada um dos pares. No contexto da analise quimica, a
conectividade exibe similaridade relativa (ou seja, quais amostras sdo semelhantes
entre si) e a distancia exibe a magnitude dessa semelhanca. Nesse cenario, 0s
dendrogramas fornecem um método simples de exibir a similaridade do cluster
semiquantitativamente e as classes quimicas semelhantes se agrupam fortemente, o
que é uma consequéncia da reatividade da matriz de sensores em particular
(ASKIM, MAHMOUDI e SUSLICK, 2013; LI, ASKIM e SUSLICK, 2018).

Neste trabalho, a técnica HCA foi utilizada para analisar a semelhancga entre
as amostras e a similaridade de suas propriedades de forma que as mais
semelhantes sdo agrupadas entre si. Os resultados sdo apresentados na forma de

um dendograma utilizando a distancia euclidiana.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é o desenvolvimento de uma lingua
optoeletrbnica — arranjo de sensores colorimétricos — utilizando dispositivo
microfluidico em papel e sua aplicagdo na identificacdo de SCP em amostras de
bebidas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar e selecionar diferentes reagentes que sejam semi-seletivos a
escopolamina;

e Otimizar as condicbes de preparo do dispositivo microfluidico e das
reagoes;

e Discriminar os analitos e os interferentes por meio do mapa diferencial de
cores e da criagao de impresséao digital para cada composto;

e Avaliar a influéncia dos principais corantes na separagdo por meio da
analise de componentes principais e analise de agrupamento hierarquico;

e |dentificar a presenca da SCP em bebidas contaminadas com drogas de
abuso “Boa noite, Cinderela” utilizando mapa diferencial e ferramentas

quimiométricas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Solugoes, reagentes e preparagao da amostra

3.1.1  Preparo dos padrées e amostras de bebidas
As solugdes de escopolamina, efedrina, cafeina, atropina, cocaina, dipirona,
morfina e alprazolam foram obtidas separadamente pela dissolugao destes materiais
em 4dlcool etilico (CH3CH,OH, Exodo cientifica, 98% P.A.) em concentragéo

especifica para cada material, conforme listado na Tabela 2.

Tabela 2 - Descrigao das solug¢des padréao.

Analito Foérmula Quimica Concentragao Origem
(g/L)
Brometo de n- C,1H30BrNO, 5,02 Farmacéutica

butilescopolamina

Efedrina C1oH15NO 5,06 Sigma Aldrich (St
Louis, EUA)

Cafeina anidra CgH1oN4O 5,13 Sigma Aldrich (St
Louis, EUA)

Sulfato de atropina C34H4gN2010S 5,10 Sigma Aldrich (St
Louis, EUA)

Cocaina C17H21NOy4 20,0 Posto de Pericias

Integradas (PPI)
da Policia Civil de

Uberaba/Minas

Gerais
Dipirona sédica C13H1sN3NaO4S 20,0 Farmacéutica
Morfina C17H19NO3 2,0 Farmacéutica
Alprazolam C17H13CINg 0,1 Farmacéutica

Utilizou-se dois comprimidos de 500 mg de dipirona, um comprimido de 20 mg
de morfina e dois comprimidos de 0,5 mg de alprazolam. Todos esses

medicamentos foram obtidos em farmacias locais, estando todos dentro do prazo
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de validade. Os comprimidos foram macerados de cada medicamento a fim de se

obter uma solucado de cada amostra.

Solugdes de concentracbes de trabalho de escopolamina, efedrina, cafeina,
atropina, cocaina, dipirona, morfina e alprazolam, utilizadas nas etapas de
otimizacao, foram preparadas por diluicbes em etanol apropriadas a partir das

solucdes estoque.

Todas as amostras de bebidas analisadas no presente trabalho foram
utilizadas sem etapas prévias de filtracdo e foram adquiridas no comeércio local.
Para a preparacao das solugdes de bebidas, quantidades adequadas de SCP
foram adicionadas em cada tipo de bebida. A composicdo de cada uma das

amostras de bebida analisadas no presente trabalho € apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicdo das amostras de bebida analisadas no presente

trabalho.

Analito Composicao declarada no rétulo

Cachaca Destilado do mosto fermentado obtido do caldo da cana de
agucar e agua. Teor alcodlico: 39% v/v.
Gin Alcool etilico potavel de cereais retificado, agua
desmineralizada, extrato natural de bagas de zimbro, aroma
natural de zimbro. Teor alcodlico: 47,5% viv.
Paratini Agua potavel, alcool etilico potavel de origem agricola,
fermentado de maca, agucar liquido, glucose de milho,
acidulante acido citrico, aroma natural de laranja, acido
citrico, conservador metabissulfito de potassio e corante
caramelo simples. Teor alcodlico: 14% v/v.
Vodca Agua potavel, alcool etilico potavel de cana-de-agucar,
fermentado de maca, aroma natural e aroma idéntico ao

natural. Teor alcodlico: 32% v/v.

3.1.2 Preparo dos reagentes colorimétricos
Inicialmente, realizou-se o levantamento dos corantes disponiveis e foi em

seguida gerada a planilha no Excel para mapear os reagentes disponiveis, uma vez
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que toda essa informacéo ficasse a disposicdo dos usuarios do laboratorio. Os
dados que foram organizados a partir desse processo foram: nome do reagente, tipo
de reagente, codigo escolhido pelo grupo do laboratorio e solvente utilizado. Todas
as solugdes foram preparadas a partir de reagentes com grau de pureza analitica. A
solugédo dos reagentes foi inicialmente preparada com 10mg por 10mL de solvente.
Em alguns casos, essa concentragdo resultava em solugbes de corantes ainda
insoluveis. Nesse tipo de situagao, a diluicdo era feita empiracamente até se obter
uma solucéo transparente. Na Tabela 4 sao listados os reagentes disponiveis no

laboratorio, bem como seus respectivos codigos e outras informagoes.

Tabela 4 - Reagentes disponiveis no laboratério.

Reagente Tipo de reagente Caddigo do Solvente
colorimétrico colorimétrico laboratdrio
Mn-TPY Acido / Base de Lewis A1 Diclorometano
VO-TPY Acido / Base de Lewis A2 Diclorometano
Zn-TPP Acido / Base de Lewis A3 Diclorometano
Violeta Cristal Acido / Base de Brgnsted B1 Agua deionizada
Vermelho Cresol Acido / Base de Brgnsted B2 0,01 M HCI
Vermelho Congo  Acido / Base de Brgnsted B3 Agua deionizada
Alaranjado de Metila Acido / Base de Brgnsted B4 0,01 M HCI
Alaranjado de Metila Acido / base de Brgnsted BS Agua deionizada
Verde Bromocresol Acido / base de Brensted B6 10% 0,01 M NaOH
Vermelho Metila Acido / base de Brgnsted B7 60% Etanol/H20
Purpura Acido / base de Bregnsted B8 50% 0,01 M HCI
Bromocresol
Purpura Acido / base de Brgnsted B9 10% 0,01 M NaOH
Bromocresol
Alizarina Acido / base de Brgnsted B10 60% Etanol/H20
Vermelho Fenol Acido / base de Brgnsted B11 10% 0,01 M NaOH
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Timolftaleina
Amarelo Alizarina
indigo
Vermelho Nilo
Vermelho Nilo
Vermelho Nilo
Corante Reichardt
Corante Reichardt
Eriocromiocyanin
Eriocromiocyanin
Azul da Prussia
Azul de metileno
lodo Platinado
Ellmans
indigo

CHEN

2,4-
Dinitrofenilhidrazina
2,4-
Dinitrofenilhidrazina

Dragendorff

Acido / base de Brgnsted
Acido / base de Brgnsted
Acido / base de Brgnsted
Solvatocrémico
Solvatocréomico
Solvatocréomico
Solvatocréomico
Solvatocrémico
Solvatocrémico
Solvatocrémico
Oxido-redugéo
Oxido-reducéo
Especifico
Especifico
Especifico

Especifico

Especifico

Especifico

Especifico

B12

B13

B14

C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

D1

D2

D3

D4

D5

D6

E1

E2

E3

10% 0,01 M NaOH
Agua deionizada
0,01 M NaOH
Etanol
Acetona
n-Hexano
Metanol
Acetona
Agua deionizada

0,01 M HCI

Cl

H.O

CoCl, + NaSCN
(H20)
EtanoI/HzO/HZSO4

Etanol/H,O

Bi202(CO3) + Kl +
HCI (H,0)

Todas as solugbes foram guardadas em frasco de vidro de 10 mL,

etiquetadas com seus respectivos coédigos e armazenados na geladeira até o

momento de uso.
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A identificacdo das moléculas dos analitos é funcdo da diferenca nas
interagbes destes com os diferentes tipos de reagentes impregnados no arranjo de
sensores. Para que esta diferenciagao seja de fato efetiva, é ideal que os reagentes
colorimétricos sejam devidamente escolhidos em fungdao da sua aplicagdo a ser
utilizada, explorando diferentes propriedades de interagdo entre o corante e o

analito.

Visando isso, diferentes classes de compostos foram avaliadas e utilizadas
pelo seu potencial de interagdo, como por exemplo, as metaloporfirinas — como
representante de acidos de Lewis — os indicadores de pH, como por exemplo,
alaranjado de metila, azul de bromocresol, indicadores solvatocromicos (vermelho
nilo ou corante de Reichtardt), indicadores redox e alguns indicadores especificos. A
escolha dos indicadores é empirica e dependera dos tipos de substancias a serem
analisadas. Na Tabela 5 sdo listados os reagentes selecionados e usados neste

estudo com sua respectiva procedéncia.

Tabela 5 - Reagentes utilizados no presente trabalho e suas respectivas

procedéncias.
Reagente Cddigo do Foérmula Solvente Origem
Colorimétrico laboratério Quimica
Tetrafenilporfirina A3 CaqH28N4Zn Diclorometano Sigma Aldrich
de zinco (Zn- (St Louis,
TPP) EUA)
Alaranjado de B5 C14H14N3NaO3sS Agua Synth (Sao
Metila (Basico) deionizada Paulo, Brasil)
Verde B6 C21H44BrsO5S 10% 0,01 M Synth (Sao
Bromocresol NaOH Paulo, Brasil)
(Basico)
Vermelho Nilo Stgma Aldrich
C3 C20H19N202 n-Hexano (St Louis,
(Apolar)
EUA)
Corante Sigma Aldrich
Reichardt C5 C41H29NO Acetona (St Louis,

(intermolecular) EUA)
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Sigma Aldrich
Eriocromiocyanin C7 Ca3H15Naz09S 0,01 M HCI (St Louis,
EUA)
lodo Platinado D3 IPt Acido
cloridrico

CHEN D6 CoCl, + NaSCN Agua

deionizada
Dragendorff E3 Bi»02(CO3) + K Agua

+ HCI deionizada

O preparo do reagente de dragendorff se deu da seguinte forma: preparou-se
uma solugdo A dissolvendo 0,85 g de nitrato de bismuto em 10,0 mL de acido
acético glacial e adicionou-se 40,0 mL de agua destilada em aquecimento; e uma
solugéo B dissolvendo cerca de 8,0 g de iodeto de potassio em 30,0 mL de agua. A
solucado estoque consistia na mistura da solugdo A e B na mesma proporgao e a
solugao reveladora foi preparada com 1,0 mL da solucéo estoque; 2,0 mL de acido

acético glacial e 10,0 mL de agua.

3.2 Instrumentacao e materiais
Para o preparo das solugcdes de trabalho utilizou-se uma balanga analitica

Shimadzu, modelo AUY220 com precisdo de + 0,1 mg.

3.2.1 Design e fabricagcdo dos uPADs

Os PyPADs foram preparados pelo método de impressdo com cera (Xerox
ColorQube 8580, New York, Estados Unidos) utilizando papel de filtro (Whatman 1,
Whatman, Millipore, EUA). Os formatos dos pPADs foram projetados no
computador usando o software Inkscape (versao 4.0) e consiste em dois modelos:
(A) formato de spot composto por zonas reacionais circulares de 5 mm de
didmetro, desenhadas com linhas de 1 mm de espessura e (B) dispositivo contendo
seis zonas de detec¢ao no formato circular conectadas por canais microfluidicos e
uma zona central para aplicacdo da amostra. Os canais foram fabricados com 3

mm de comprimento e 2 mm de largura. O didmetro das zonas de deteccdo e zona
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central foram de 3 e 6 mm, respectivamente. Apds a impressao, os dispositivos
eram levados a chapa de aquecimento (GT-CAD5L) a 200°C por 180s para
permeacao da cera e impermeabilizagdo das zonas reacionais. A Figura 8 ilustra o
layout dos uPADs dos modelos A e B. E importante ressaltar que a configuragio
dos reagentes colorimétricos dos modelos A e B sao diferentes, pois foram
utilizados com finalidades diferentes. O modelo A foi utilizado para avaliar o poder
discriminatério do arranjo frente a diferentes tipos de alcaloides, além da
escopolamina. O modelo B foi utilizado para aplicar o conceito de lingua
optoeletrénica para detectar e discriminar diferentes tipos de bebidas alcodlicas

contaminadas apenas com escopolamina.

Figura 8 - Layouts dos dispositivos dos modelos A e B.

(A) (B)

B6 D3

A3 B5 E3 D6

Fonte: o autor.

Para a aplicacao, o dispositivo microfluidico em papel foi fixado na bancada
com auxilio de fita crepe nas laterais, de modo a permitir uma superficie rigida e
estavel para adicdo dos reagentes. Uma micropipeta era posicionada
perpendicularmente aos dispositivos. A impregnagédo dos reagentes no modelo A se
deu pela adigdo de 5 pL das solugdes de indicadores no centro de cada zona
reacional deixando-as secar por 20 minutos a temperatura ambiente para permitir a
evaporagao do solvente. Em seguida, eram adicionados 5 pL das solugdes de
escopolamina de concentragdes conhecidas, com uma secagem de 10 minutos a
temperatura ambiente. Com a configuracado B, o volume de amostra adicionado na
zona central e que € necessario para preencher todo o yPAD €& de 16 uL enquanto
que o volume necessario para preencher cada zona de detecgao € de 1,5 pL de

reagente. Em ambos os casos, os dispositivos foram deixados no escuro por 20
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minutos para a evaporagdo completa dos solventes antes do uso. A Figura 9
apresenta um desenho esquematico das etapas envolvidas nos estudos de deteccao

colorimétrica dos analitos estudados utilizando os yPADs.

Figura 9 - Etapas envolvidas no ensaio colorimétrico dos analitos estudados.

5L das solugdes de indicadores 1,6 L das solugdes de indicadores

(CYR

Secar por um tempo até permitir a
evaporacao do solvente

Secar por um tempo até permitir
a evaporacao do solvente

!

5 yL das solugdes dos padroes l

(A)

Secar por um tempo a
temperatura ambiente

Secar por um tempo a
temperatura ambiente8

Fonte: o autor.

3.2.2  Obtengéao das imagens digitais e tratamento dos dados

A realizagdo da detecgao colorimétrica por meio de imagens digitais ocorreu
pela utilizagdo do modo scanner de uma impressora HP Deskjet G4050, usando
uma resolugdo de 300 dpi (pontos por polegada). A primeira etapa da detecgéo
colorimétrica consistiu em realizar a digitalizacdo das imagens antes e apds a
exposicao com o analito utilizando um scanner, adquiridas pela posi¢cao dos yPADs
no centro da placa de digitalizagdo. As imagens foram processadas para extragcéo
da escala de cor RGB (Red, Green, Blue) pelo software ImageJ®. A obtencao dos
valores da escala RGB foi feita inicialmente selecionando as regides de interesse
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(ROI) seguido pelo comando Image > Color > Split Channels > Measure, obtendo
separadamente, os sinais de intensidade R (vermelho), G (verde) e B (azul) que
compdem a coloragao detectada, na faixa de 0 a 255. A delimitagdo da regido de
interesse de cada spot se deu por quadruplicata e por meio de geometria circular.
Esta ferramenta fornece um valor médio da intensidade de pixels da regido
selecionada. As coordenadas que delimitam a area de selecdo da imagem foram
visualmente feitas, salvas e usadas em todas as demais imagens. Assim, o
programa € capaz de calcular a area compreendida na area selecionada, que
posteriormente sdo armazenadas e convertidas em seus respectivos valores de
RGB. Todos os dados RGB foram exportados e matematicamente processados
pelo programa Microsoft Excel (versdo 2016). A interface do programa de
tratamento ImageJ, assim como um exemplo de area selecionada na figura, pode

ser vista na Figura 10.

Figura 10 - Interface do software de obtencao dos valores de RGB. No centro
(a) area selecionada em quadruplicada de uma imagem na regido de interesse; (b)

respectivos valores das componentes RGB da area selecionada.
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Fonte: o autor.
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O tratamento dos dados de RGB obtidos se deu da seguinte maneira: as
imagens digitais do dispositivo antes e depois da exposicdo com o analito foram
obtidas e os parametros RGB foram extraidos de cada spot contendo um reagente.
O sinal inicial (ARGB) foi calculado pela subtracdo do RGBantes € RGBpepois para

cada reagente colorimétrico, conforme as equacdes a seguir.
ARn= Rpepois — Rantes (1)
AGnr= Gpepois — Ganres (2)
AB= Bpepois — Bantes (3)

A resposta final para cada reagente colorimétrico foi obtida como a subtracao
entre o sinal inicial e a média dos valores controles do branco (RcontroL, GecontroL €

BcontroL) (N = 4), conforme indicado nas equagdes a seguir.
ARFNaL = ARy — ReontroL (1)
AGENaL = AGp, - Geontrol (2)
ABginaL = ABp - Beontrol (3)

Em decorréncia disso, se o valor absoluto do controle em branco fosse maior

do que o sinal bruto, a resposta do sensor seria considerada zero.

Com o uso destes dados, foi possivel construir mapas diferenciais para cada
analito ou amostra analisada. Para isso, os valores de RGB resultantes foram
convertidas de 5 para 8 bits (ou seja, 0-32 a 0-255) para melhor representagcado no
software grafico Inkscape. A construgao do mapa diferencial de cores representativo
foi utilizada para cada experimento usando a média de replicatas absoluta de cada
reagente, fornecendo uma impressao digital visual inequivoca para cada amostra.
As etapas envolvidas na deteccao colorimétrica estdo mostradas esquematicamente

na Figura 11.
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Figura 11 - Etapas da detecgéo colorimétrica, onde se tém (A) o yPAD antes
e apos a exposigao do analito, (B) o scanner para digitalizagdo da imagem, (C) o
software utilizado para selecionar a regido desejada e correlacionar a intensidade de
cor com a intensidade da reagao do respectivo corante e do analito, (D) tabela com

os valores de RGB para cada amostra.
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Fonte: o autor.

3.2.3 Analise estatistica
Para os experimentos quimiométricos, a analise de agrupamento hierarquico

(HCA) foi realizada usando a distancia euclidiana como distadncias aos pares e a



51

analise de componentes principais (PCA) foi calculada usando dados centrados na
média e o algoritmo de decomposi¢cdo de valor singular (SVD) aplicado em um
intervalo de confianga de 95%. As duas ferramentas foram utilizadas para avaliar o
potencial de discriminagcdo da lingua optoeletrénica entre os analitos aplicados e
ainda distinguir a presenca de SCP em diferentes bebidas alcodlicas. As analises
quimiométricas foram realizadas empregando a caixa de ferramentas PLS no
software MATLAB e a ferramenta online metaboanalyst.

A distancia euclidiana (ED) foi usada para obter a resposta total do arranjo de
sensores apoOs a analise, aplicando a soma vetorial entre os 3 canais, calculada

conforme a equagéao (1).

ED = \/(AR))? + (AG;)? + (ABy)?2 + (ARy)? + -
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagcao dos reagentes colorimétricos com diferentes propriedades

quimicas para identificacao de escopolamina e outros compostos

A escolha dos reagentes colorimétricos empregados no arranjo de sensores é
o elemento chave para uma discriminacdo bem-sucedida entre analitos com
propriedades quimicas semelhantes. O desafio € selecionar o maior numero
possivel de cromoforos quimiorresponsivos que possuem diferentes interagdes
intermoleculares com o analito. Entre as op¢des de compostos quimicos que
podem ser usados como reagentes, os mais adequados para alcaldides sao: (i)
corantes contendo um centro reacional acido / base de Lewis (por exemplo,
metaloporfirina); (ii) corantes indicadores de pH / acido / base de Brgnsted (por
exemplo, indicadores de pH); e (iii) reagentes especificos com base no mecanismo

de reconhecimento de grupo funcional.

A presenga das metaloporfiinas como sensor colorimétrico € bastante
utilizada devido a sua capacidade de responder a basicidade de Lewis por meio de
sitios de coordenagao do metal localizado no centro da molécula e de fornecer um
grande deslocamento espectral apos a interagdo, resultando em uma descoloragéo
ou mudanga de cor (ASKIM, MAHMOUDI e SUSLICK, 2013). O mecanismo de
interacdo entre uma metaloporfirina e um alcaldide pode ocorrer através do par de
elétrons livres nos atomos de nitrogénio, caracterizando uma reacao acido-base de
Lewis. Em relacdo a acidez, os valores de pKa das classes de alcaloides
nitrogenados sao geralmente diferentes, apesar da semelhanga estrutural, Figura
12, variando de ~ 5 (alprazolam) a ~ 10 (cafeina) (LU, CHEN e ZHAN, 2007). Em
decorréncia disso, indicadores de pH que respondem as mudancas nesta faixa de
pH também sao reagentes promissores para compor o arranjo. Neste trabalho, os
corantes selecionados foram (i) verde de bromocresol (pKa = 4,7) e (ii) alaranjando
de metila (pKa = 4,4). O verde de bromocresol, além da propriedade de alterar a
cor em funcao do pH, interage com nitrogénios protonados para formar complexos
de pares de ions coloridos, o qual ocorre a mudanga de cor em contato com o
analito de interesse (GOUDA et al., 2008). Em relacao a reagentes especificos
para a classe de alcaldides, o reagente de Dragendorff forma um produto laranja-

avermelhado com aminas dependendo do numero de substituintes (ou seja, aminas
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primarias, secundarias ou terciarias) (DARSIGNY, LEBLANC-COUTURE e
DESGAGNE-PENIX, 2018), enquanto um produto marrom ou azul aparece apos a
reacao de alcaléides com o reagente iodoplatinado. Por fim, o teste Chen-Kao (ou
seja, o reagente de Chen), um identificador narcético nado especifico para

fenilalquilaminas com grupos amino e hidroxil vicinais, também foi selecionado.

Figura 12 - Estruturas quimicas dos alcaloides estudados.
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A Tabela 6 resume as respostas dos reagentes colorimétricos selecionados
para identificacdo de escopolamina e de outros alcaloides com estruturas quimicas
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semelhantes. Como verificado, a resposta a um unico reagente ndo é suficiente
para a identificacdo seletiva de escopolamina, justificando assim a necessidade de
se utilizar uma abordagem em que a resposta do analito a um arranjo de reagentes

(sensores) é empregada.

Tabela 6 - Resumo dos testes preliminares com padroes de drogas

alcaloides.
Az Bs Bs D3 Es Ds

Escopolamina + + + + + +
Efedrina + + + - - +
Cafeina + + - - + +
Atropina + + + + - -
Cocaina - + + + + +
Dipirona - + + + + -

Morfina - + - + + -
Alprazolam + - - + - +

As; = ZnTPP; Bs = Alaranjado de metila; Bs = Verde de bromocresol; D; = lodo

platinado; E3; = Dragendorff’s; Dg = Chen’s. Reacao positiva = +; Reacao negativa =-.

Observa-se, portanto, que todos os reagentes selecionados testam
positivamente somente para a escopolamina, o que indica que as outras substancias
nao sao interferentes a ela, uma vez que se diferem em alguma reacdo testando
negativamente, alcangando nosso objetivo de ser seletivo a escopolamina. Além
disso, denominamos cada reagente colorimétrico por codigos para facilitar a

identificacdo na analise quanto no papel quanto nos softwares.

4.2 Avaliagcao e otimizacao das condigdoes operacionais do arranjo de

sensores

Uma vez que a resposta do sensor € baseada nas mudangas de cor dos
reagentes impregnados na zona de reagdo do dispositivo analitico, é essencial
avaliar e otimizar as condi¢gbes operacionais para garantir que as diferengas das
intensidades RGB de antes e depois da exposi¢ao sejam reprodutiveis e devido

apenas a interagdo com os analitos. Geralmente, a falta de uniformidade de cor nas
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zonas de deteccao de dispositivos microfluidicos baseados em papel € um problema
que pode comprometer a reprodutibilidade dos resultados. Estudos anteriores
demonstraram que o melhor desempenho é obtido com o uso de materiais mais
finos, como o papel de filtro grau 1 da Whatman, resultando em melhor uniformidade
da cor gerada no substrato de celulose (DE FREITAS et al., 2018).

Inicialmente, otimizamos o volume necessario para preencher as zonas de
deteccao dos yPADs nos modelos A e B. Nesta otimizagao, utilizou-se o corante Bg
(Verde de bromocresol) em ambos os modelos. No modelo A, variou-se o volume
adicionado em cada zona de reacao de 2 a 8 pL, em incrementos de 1 yL. Com a
otimizagcao do volume, foi possivel observar que a zona de reagao do uPAD néo é
totalmente preenchida com a adicdo de volumes da ordem de 2 a 4 puL e que o
volume ideal para preenchimento da zona de reacédo do dispositivo foi de 5 pL. Por
outro lado, com a utilizagédo de volumes maiores do que 5 uL, observou-se que o
corante comeca a vazar da barreira hidrofébica. O mesmo procedimento ocorreu
com o0 modelo B, variou-se o volume adicionado em cada zona de deteccéo de 0,5 a
3 UL, em incrementos de 0,5 pL. Com a otimizag&o do volume, foi possivel observar
que a zona de deteccdo do uPAD n&o é totalmente preenchida com a adigcéo de
volumes de 0,5 e 1 yL e que o volume ideal para preenchimento da zona de
deteccao do dispositivo foi de 1,5 uL. Por outro lado, com a utilizagdo de volumes
maiores do que 1,5 pL observou-se que o corante comegou a entrar no microcanal
do dispositivo, gerando assim uma imprecisao na analise colorimétrica. Avaliamos
também o volume adicionado na zona central, variando de 12 a 18 pL, em
incrementos de 1 pL. Com a otimizagao do volume, foi possivel observar que a zona
central do yPAD néo é totalmente preenchida com a adi¢gao de volumes da ordem de
12 a 15 yL e que o volume ideal para preenchimento da zona de detecgcdo do
dispositivo foi de 16 yL. Com valores acima de 16 pL, observou-se que o corante
comega a vazar da barreira hidrofébica. Esta otimizacdo foi de suma importancia,
uma vez que é necessario conhecer o volume ideal para confinar os reagentes nas
zonas de detecgdo e com isso garantir maior confiabilidade na medida colorimétrica
que sera realizada pelo usuario através do software grafico. A Figura 13 mostra os

resultados obtidos nesta etapa de otimizagédo de volume.
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Figura 13 - Otimizagdo do volume necessario para preencher as zonas de
detecgdo e central dos yPADs. Em (A) tem-se o dispositivo informando a zona de

reacao e em (B) tem-se o yPAD informando as zonas de detecgao e central.
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Um parametro importante a ser avaliado também € a evaporagao do solvente
apo6s a impregnacgao do reagente, uma vez que diferentes condicées de umidade do
papel podem causar variagdes nos valores de RGB extraidos das imagens digitais
devido ao brilho causado pela interacédo entre a luz e a superficie umida do papel.
Para avaliar o efeito da evaporagao do solvente, 5 yL de cada reagente foram
impregnados nos spots circulares do yPAD modelo A e as imagens digitais foram
obtidas imediatamente (t = 0) e a cada 5 minutos até 30 minutos. Os parametros
RGB para cada ponto foram extraidos e subtraidos do tempo zero. As distancias
euclidianas em funcédo do tempo de evaporagao foram plotadas. De acordo com a
Figura 14, a resposta total do sensor alcangou uma estabilidade apds 20 minutos, o
que indica que umidade causada pelo solvente afeta a cor obtida do corante quando
impregnado na superficie do papel. Por esta razdo, as imagens digitais anteriores a
exposicao ao analito devem ser obtidas apds 20 minutos de preparacdo do

dispositivo baseado em papel, para que todo o solvente tenha sido evaporado.
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Figura 14 - Avaliacdo da evaporagédo do solvente apds a impregnagéo dos

reagentes colorimétricos.
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Outro ponto importantissimo é avaliar o tempo de reagcdo da escopolamina
com os reagentes. Primeiramente, os reagentes foram impregnados nos pontos de
detecgdo e uma imagem digital foi obtida apés 20 minutos. Depois disso, 5 yL de
solugao de escopolamina foram adicionados a cada spot e deixados para reagir com
os reagentes. Este experimento foi realizado em quintuplicata. Apos a adicéo, as
imagens digitais foram obtidas a cada 5 minutos até 20 minutos. Os parametros
RGB para cada reagente foram extraidos e subtraidos antes da exposicédo do
analito, e a distancia euclidiana foi calculada e plotada em funcdo do tempo,

conforme ilustrado na Figura 15.

Figura 15 - Avaliagao do tempo de reacao da escopolamina.
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Observando o comportamento da resposta, pode-se perceber que durante o
tempo avaliado ndo houve mudancga de cor significativa, demonstrando que todas as

reagcdes ocorreram completamente antes da aquisicdo da primeira imagem digital.
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Como a distancia euclidiana mudou em menor extensido, consideramos 10 minutos,
um tempo 6timo para a secagem do papel em temperatura ambiente para assim a
imagem ser escaneada, ja que a variagdo da resposta nao afetou de forma

significativa os resultados experimentais.

4.3 Avaliacao das respostas do arranjo de sensores para escopolamina e

diferentes alcaloides

Para avaliar a resposta do arranjo de sensores colorimétricos, a média de
variagédo de cor (ou seja, as respostas finais do sensor calculadas de acordo com o
procedimento descrito na secdo 3.2.2) resultante da reagdo a escopolamina e
diferentes alcaldides foi usada para criar um mapa diferencial de cores
representativo para cada analito. Essas alteragdes foram exibidas visualmente
usando o software grafico Inkscape. A mudanga de cor expressa pelo modelo RGB
raramente ocorre em toda a faixa de tonalidade de 8 bits (0—255), resultando em
uma paleta de cores reduzida representada no mapa diferencial. Assim, para
melhorar a visualizagao da cor no mapa diferencial, o intervalo da variagéo de cores
exibido foi expandido de 0-32 (ou seja, 5 bits) para 0-255 (ou seja, 8 bits). Como
pode ser visto na Figura 16, uma impressao digital unica para escopolamina e cada
alcaldide foi obtida, indicando que a abordagem baseada em arranjo de sensores
colorimétricos permitiu a identificagao visual pela producdo de um padréo unico de

cada molécula.

Figura 16 - Mapa diferencial para escopolamina e os alcaloides avaliados.
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A3
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0,5 Hg

As; = ZnTPP; Bs = Alaranjado de metila; Bs = Verde de bromocresol; D; = lodo

platinado; E3; = Dragendorff's; Dg = Chen’s.

A seguir, os mapas diferenciais de cores foram construidos para representar a
resposta frente a diferentes quantidades dos alcaléides em estudo com base na
intensidade da mudanca de cor. Escopolamina, atropina, efedrina e cafeina foram
avaliadas na faixa de 0,6—25 ug, enquanto a cocaina e dipirona foram apresentadas
na faixa de 2—-100 ug. As quantidades de morfina variaram de 0,2 a 10 yg e de
alprazolam de 0,0125 a 0,5 pg. Vale a pena mencionar que mantivemos o volume
constante e alteramos as concentragdes dos alcaldides na aplicagao no dispositivo.
Conforme demonstrado na Figura 17, as mudancas de cor exibidas por cada
alcaldide produziram mudangas perceptiveis na intensidade de acordo com a
quantidade. Desse modo, a construcdo dos mapas diferenciais possibilitou a
identificacdo da estrutura e quantidade do alcaléide investigado, fornecendo valiosas

informagdes qualitativas e semiquantitativas sobre as moléculas estudadas.
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Figura 17 - Mapas diferenciais para cada alcaldide em diferentes

quantidades.
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As; = ZnTPP; Bs = Alaranjado de metila; Bs = Verde de bromocresol; D; = lodo

platinado; E; = Dragendorff's; Dg = Chen’s.

Apos as analises dos mapas diferenciais, observa-se que o Dg possui pouca

influéncia.

4.4 Discriminagdo de escopolamina e alcaldides usando ferramentas

quimiométricas

A capacidade do arranjo de sensores para discriminar escopolamina e outros
alcaldides foi avaliada utilizando-se duas técnicas independentes nao
supervisionadas: analise de componente principal (PCA) e analise de agrupamento
hierarquico (HCA), que foram aplicadas ao conjunto de dados gerado obtido por
cada resposta final do sensor apds 20 minutos de reacdo. As matrizes de dados
construidas eram constituidas do analito (linhas) e a resposta para cada reagente

(colunas) com os valores do delta RGB.

PCA é um método estatistico que tem sido normalmente aplicado para avaliar
dados obtidos de arranjo de sensores, fornecendo informagdes Uuteis sobre a
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resposta do sensor condensando um conjunto de dados multidimensionais e criando
um novo com dimensionalidade reduzida usando combinag¢des lineares das
dimensbes iniciais. Os intervalos analisados foram de 10 — 25 pug, devido a
disponibilidade dos padrbes de cada alcaloide. Os dois primeiros componentes
principais gerados foram responsaveis por 81,28% da variancia explicada total.
Considerando a analise do grafico de scores referente a PC1vsPC2, a maioria dos
alcaldides foram agrupados em grupos distintos e bem definidos, indicando que
apesar de nao possuir variancia maior que 90%, a separagao pode ser considerada
adequada. Além disso, a magnitude da variancia total descrita por cada componente
principal ao usar os reagentes colorimétricos selecionados pode estar relacionada
ao tipo de contribuicdo de cada propriedade quimica explorada no arranjo. O
mecanismo de reatividade dos alcalbides avaliados pode ser classificado por duas
vias: (1) ataque nucleofilico pelo atomo de nitrogénio e (2) alteragdo do pH do meio.
Por esse motivo, uma contribuicdo de variancia significativa é alcangada apenas
usando os dois primeiros componentes principais do grafico de scores.
Adicionalmente, podemos utilizar as trés primeiras dimensdes para expressar a
separagao das componentes principais. Dessa forma, a variancia explicada total
alcangada foi de 92,13% As Figuras 18a e 18b mostram os graficos de scores de
PC1vsPC2 e PC1vsPC2vs PC3 para os alcaldides avaliados e suas respectivas

quantidades.
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Figura 18 — (a) Grafico de scores das duas componentes principais (PCA) e

(b) das trés componentes principais indicando a separag¢ao dos alcaloides avaliados

e suas respectivas quantidades.
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Scorea on PG 2 (15,57 %)
Alprazolam 0.5 pg
Atropina 25 pg
Cafeina 25 pg
Cocaina 20 pg
Dipirona 20 pg
Efedrina 25 pg
Escopolamina 25 pg
Morfina 10 pg

Os dendrogramas resultantes do experimento de HCA foram construidos a

partir do mesmo conjunto de dados originado das respostas da matriz de sensores

colorimétricos utilizados na PCA. O HCA fornece um método direto para exibir

visualmente a similaridade entre as diferentes espécies quimicas na forma de

agrupamento em clusters. Além disso, a ligacéo entre os grupos expressa o grau de

relacionamento entre os analitos. A HCA foi realizada usando a distancia euclidiana

simples com dados centrados na média, e os resultados revelaram o agrupamento

de cada tipo de alcaléide em ramos distintos. Os dendrogramas sao exibidos na

Figura 19 e mostram oito grupos bem definidos pertencentes a cada alcaldide. Os

resultados obtidos revelaram uma capacidade adequada para discriminar a

escopolamina de outros tipos de alcaloides.
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Figura 19 - Dendrograma resultante da analise HCA referente aos padrbes de

alcaloides e suas respectivas concentragoes.
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A segquir, foi avaliada a capacidade do arranjo de sensores em discriminar

diferentes quantidades de escopolamina. A Figura 20 mostra o grafico de scores de

PCA a partir dos primeiros dois componentes principais com base nos dados de

resposta do arranjo para analise de escopolamina em quantidades variando de 0,62
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a 25,1 ug. Conforme observado no grafico, as amostras de diferentes concentragdes
de escopolamina foram discriminadas pelos dois componentes principais

responsaveis por 91% da variancia explicada total.

Figura 20 - Graficos de scores das componentes principais (PC1 e PC2)
mostrando a separagao bidimensional de diferentes quantidades de escopolamina.

As duas dimensbes mostradas captam 91% da variancia total.
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A HCA também foi realizada e os resultados revelaram o agrupamento de
cada quantidade de escopolamina em ramos distintos. Os dendrogramas séao
exibidos na Figura 21 e mostram seis grupos bem definidos pertencentes a cada

quantidade de escopolamina.
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Figura 21 - Dendrograma HCA da resposta do arranjo de sensores

colorimétricos a quantidades diferentes de escopolamina.
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4.5 Identificacdo on site de escopolamina em bebidas alcodlicas

adulteradas

Como mencionado anteriormente, a escopolamina pode ser adicionada
intencionalmente a bebidas para fins criminais, golpe conhecido como “Boa Noite
Cinderela”. Apés a ingestéao, a vitima fica inconsciente e vulneravel, permitindo que o
agressor se aproveite da situagcdo. A SCP esta normalmente disponivel como um pé
branco inodoro que, quando adicionado a bebida, pode causar um sabor levemente
salgado, sendo dificiimente detectado pela vitima através do paladar. Por esse
motivo, um dispositivo portatil que seja pratico e responda rapidamente a presenca

de escopolamina nas bebidas alcodlicas € uma solugao interessante para evitar que
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ocorra a intoxicagdo por drogas de abuso. Dessa maneira, avaliamos a
aplicabilidade do arranjo de sensores microfluidicos em papel utilizando outro design
(descrito na segao experimental como Modelo B) — que foi batizado como lingua
optoeletrénica (WOPTO) - para identificacdo de escopolamina em quatro tipos de

bebidas alcodlicas: gin, vodca, cachaga e paratini.

Nesse dispositivo (WOPTO), os reagentes eram adicionados as zonas de
reacao que eram conectadas com uma zona central onde a amostra era adicionada.
Inicialmente, os mapas diferenciais de cores apos a adicao de diferentes bebidas
contaminadas e nao contaminadas com escopolamina foram construidos.
Inicialmente, foram testados os arranjos feitos em padrao para as bebidas. Como
pode ser visto na Figura 22, os mapas para as amostras contaminadas com
escopolamina fornecem uma impressao digital diferente em comparagdo com as
amostras ndo contaminadas. Esse resultado indica que o arranjo de sensores
colorimétricos & efetivo em criar um perfil diferente para amostras que estao
contaminadas com escopolamina daquelas que ndo possuem a droga. Ainda, o
tempo de adigdo de amostra e analise € bastante rapido, podendo ser criado um

perfil visual de cores para cada bebida em funcéo de estar ou nao contaminada.

Figura 22 - Mapa diferencial de amostras contaminadas e nao contaminadas

com escopolamina utilizando o arranjo dos padrdes.
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As; = ZnTPP; Bs = Alaranjado de metila; Bs = Verde de bromocresol; D; = lodo

platinado; E3; = Dragendorff’s; Dg = Chen’s.

A seguir, também foi testado outro arranjo para as bebidas, uma vez que o
mapa diferencial da escopolamina em amostras reais de bebidas e os padrbes
dissolvidos em solucdo etandlica ndo sao equivalentes, pois a reatividade dos
corantes sofreu interferéncia dos constituintes de cada amostra. A ideia, portanto, foi
substituir os reagentes (B5 = Alaranjado de metila; E3 = Dragendorff's e D6 =
Chen’s) para os reagentes solvatocrémicos (C3 = Vermelho Nilo; C5 = Reichardt e
C7 = Eriocromiocyanin) para o novo arranjo diferenciar polaridades das amostras de
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bebidas. Por exemplo, os constituintes das bebidas alcodlicas também podem
produzir mudancgas no pH do meio. Além disso, a reatividade da escopolamina pode
ser diferente devido a existéncia de espécies protonadas e nao protonadas em
funcao da ionizacao diferencial do grupo amina em cada bebida. A figura 23 mostra
0s mapas para as amostras contaminadas com escopolamina e as amostras nao
contaminadas. Observa-se que este arranjo também fornece uma impresséao digital
diferente entre as amostras o que indica que o CSA é capaz de identificar pelo mapa

diferencial as bebidas contaminadas e ndo contaminadas.

Figura 23 - Mapa diferencial de amostras contaminadas e ndo contaminadas

com escopolamina.
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As; = ZnTPP; Bs = Verde de bromocresol; D3 = lodo platinado; C3 = Vermelho Nilo; Cs

= Reichardt; C7 = Eriocromiocyanin.
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Posteriormente, a analise de componentes principais foi realizada usando o
conjunto de dados gerado de amostras contaminadas e ndo contaminadas. O grafico
de scores, Figura 24, dos dois primeiros componentes principais foi responsavel por
85,33% da variancia total. Além disso, os dendogramas da HCA, Figura 25,
revelaram clusters bem definidos para cada tipo amostra. O mais importante e
interessante é que se pode perceber claramente que se formam dois grandes e bem
definidos clusters relacionados as bebidas contaminadas e néo contaminadas,

podendo ser utilizada como indicador se a bebida deve ser evitada ou n&o.

Figura 24 - Graficos de scores das duas primeiras componentes principais
mostrando a separacdo bidimensional de amostras contaminadas e nao

contaminadas. As duas dimensdes mostradas captam 85,33% da variancia total.
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Figura 25 - Dendrograma HCA da resposta da yOPTO a amostras de bebidas
contaminadas e ndo contaminadas.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A presente dissertagdo apresenta o desenvolvimento e aplicacdo de um
arranjo de sensores colorimétricos baseado em dispositivo microfluidico em papel
composto por 6 reagentes diferentes para identificar qualitativa e
semiquantitativamente a substancia escopolamina - uma droga abusiva - que pode
ser encontrada em uma variedade de cenarios, incluindo atividades criminosas em
golpes conhecidos como “Boa Noite, Cinderela”. A capacidade de discriminagao do
arranjo de sensores colorimétricos foi avaliada na identificacdo de escopolamina e
uma variedade de alcaloides, tais como cafeina, cocaina, dipirona, alprazolam,
morfina, efedrina e atropina. O dispositivo foi aplicado a amostras de bebidas
alcodlicas fortificadas com escopolamina e os resultados mostraram uma

discriminagao bem-sucedida entre bebidas contaminadas e n&o contaminadas.

Normalmente, testes colorimétricos semi-seletivos sdo empregados no local
(on site) para detectar a presenca de drogas, entretanto, ha falta de seletividade
nesses testes, levando a respostas errébneas ou inconclusivas. Aqui, combinamos a
reatividade de seis diferentes reagentes colorimétricos impregnados em um
dispositivo microfluidico baseado em papel para criar uma lingua optoeletrénica -
denominada de yOPTO - permitindo a reacao simultdnea com cada reagente apods a
injecdo da amostra. As mudangas de cor medidas como paréametros RGB foram
usadas para criar impressdes digitais exclusivas para cada analito e todas as

amostras foram discriminadas usando ferramentas quimiométricas.

A uOPTO é descartavel, facil de preparar, de baixo custo e requer apenas um
pequeno volume de reagente (1,5 yL) e amostra (16 uL). Além disso, pode ser
facilmente adaptado para novos cenarios de aplicagdo, aumentando ou diminuindo o
numero de reagentes. Demonstramos que o arranjo € altamente indicado em
cenarios onde a seletividade da abordagem reagente-e-analito ndo é adequada. O
desenvolvimento de aplicativos moveis para smartphones capazes de realizar
leituras simultdneas da intensidade da cor de multiplos spots utilizando o modelo de
cores RGB e até mesmo os resultados dos testes podem possibilitar a portabilidade

total do nosso dispositivo.



73

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASKIM, Jon R.; MAHMOUDI, Morteza; SUSLICK, Kenneth S. Optical sensor
arrays for chemical sensing: the optoelectronic nose. Chemical Society Reviews, v.
42, n. 22, p. 8649-8682, 2013.

https://doi.org/10.1039/c3cs60179j

ASKIM, Jon R. et al. An optoelectronic nose for identification of explosives.
Chemical Science, v. 7, n. 1, p. 199-206, 2016.

https://doi.org/10.1039/C5SC02632F

BANDELIN, F. J. The colorimetric determination of various alkaloids. Journal

of the American Pharmaceutical Association, v. 39, n. 9, p. 493-495, 1950.

https://doi.org/10.1002/jps.3030390905

BERNA, Amalia. Metal oxide sensors for electronic noses and their application
to food analysis. Sensors, v. 10, n. 4, p. 3882-3910, 2010.

https://doi.org/10.3390/s100403882

BORGES, Walesca. “Droga zumbi” € a nova versao do golpe “Boa Noite,
Cinderela”. O Dia, Rio de Janeiro, 14/02/2020. Disponivel em:
<https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uac
t=8&ved=2ahUKEwjazJOCoPbuAhUUH7kGHcckB98QFjAPegQIDBAD&url=https%3
A%2F%2Fodia.ig.com.br%2Frio-de-janeiro%2F2020%2F02%2F 5868477 --droga-
zumbi--e-a-nova-versao-do-golpe--boa-noite--
cinderela.html&usg=A0OvVaw1ZLCqgXIvsR3DqgLfFPpc8z>. Acesso em: 19/02/2021.

BUSHDID, Caroline et al. Humans can discriminate more than 1 trillion
olfactory stimuli. Science, v. 343, n. 6177, p. 1370-1372, 2014.

https://doi.org/10.1126/science.1249168

CARDOSO, Dijeifry Edmilson Barbosa Fernandes. Aplicagcao de imagem
digital ao Controlo da Qualidade. 2014. Tese de Doutorado.


https://doi.org/10.1039/c3cs60179j
https://doi.org/10.1039/C5SC02632F
https://doi.org/10.1002/jps.3030390905
https://doi.org/10.3390/s100403882
https://doi.org/10.1126/science.1249168

74

CAREY, James R. et al. Rapid identification of bacteria with a disposable
colorimetric sensing array. Journal of the American Chemical Society, v. 133, n.
19, p. 7571-7576, 2011.

https://doi.org/10.1021/ja201634d

CARRILHO, Emanuel; MARTINEZ, Andres W.; WHITESIDES, George M.
Understanding wax printing: a simple micropatterning process for paper-based
microfluidics. Analytical chemistry, v. 81, n. 16, p. 7091-7095, 2009.

https://doi.org/10.1021/ac901071p

CHEN, Huaixia et al. Analysis of scopolamine and its eighteen metabolites in
rat urine by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Talanta, v. 67, n. 5,
p. 984-991, 2005.

https://doi.orq/10.1016/j.talanta.2005.04.026

CHERKAOQUI, Samir et al. Development and validation of a capillary zone
electrophoresis method for the determination of atropine, homatropine and
scopolamine in ophthalmic solutions. Journal of Chromatography B: Biomedical
Sciences and Applications, v. 696, n. 2, p. 283-290, 1997.

https://doi.org/10.1016/S0378-4347(97)00255-7

CONRADO, Josiele Aparecida M. et al. Chemical QR Code: A simple and
disposable paper-based optoelectronic nose for the identification of olive oil odor.
Food Chemistry, v. 350, p. 129243, 2021.

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129243

CUNHA, Rafael R. et al. Fast determination of codeine, orphenadrine,
promethazine, scopolamine, tramadol, and paracetamol in pharmaceutical
formulations by capillary electrophoresis. Journal of separation science, v. 40, n. 8,
p. 1815-1823, 2017.

https://doi.org/10.1002/jssc.201601275



https://doi.org/10.1021/ja201634d
https://doi.org/10.1021/ac901071p
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2005.04.026
https://doi.org/10.1016/S0378-4347(97)00255-7
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129243
https://doi.org/10.1002/jssc.201601275

75

DA COSTA OLIVEIRA, Thiago et al. Electrochemical portable method for on
site screening of scopolamine in beverage and urine samples. Electroanalysis, v.
31,n. 3, p. 567-574, 2019.

https://doi.org/10.1002/elan.201800707

DARSIGNY, C.; LEBLANC-COUTURE, M.; DESGAGNE-PENIX, I. Forensic
chemistry of alkaloids: presumptive color test. Austin Journal of Forensic Science
and Criminology, v. 5, n. 1, p. 1074, 2018.

DEFRATES, Lynn J. et al. Antimuscarinic intoxication resulting from the
ingestion of moonflower seeds. Annals of Pharmacotherapy, v. 39, n. 1, p. 173-
176, 2005.

https://doi.orq/10.1345/aph.1D536

DE FREITAS, Soraia V. et al. Uncovering the formation of color gradients for
glucose colorimetric assays on microfluidic paper-based analytical devices by mass

spectrometry imaging. Analytical chemistry, v. 90, n. 20, p. 11949-11954, 2018.

https://doi.org/10.1021/acs.analchem.8b02384

DIEHL, Katharine L.; ANSLYN, Eric V. Array sensing using optical methods for
detection of chemical and biological hazards. Chemical Society Reviews, v. 42, n.
22, p. 8596-8611, 2013.

https://doi.org/10.1039/c3cs60136f

DI NATALE, Corrado et al. Application of metalloporphyrins-based gas and
liquid sensor arrays to the analysis of red wine. Analytica Chimica Acta, v. 513, n.
1, p. 49-56, 2004.

https://doi.orq/10.1016/j.aca.2003.11.017

DUNGCHAI, Wijitar; CHAILAPAKUL, Orawon; HENRY, Charles S. A low-cost,
simple, and rapid fabrication method for paper-based microfluidics using wax screen-
printing. Analyst, v. 136, n. 1, p. 77-82, 2011.

https://doi.org/10.1039/COANO00406E



https://doi.org/10.1002/elan.201800707
https://doi.org/10.1345/aph.1D536
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.8b02384
https://doi.org/10.1039/c3cs60136f
https://doi.org/10.1016/j.aca.2003.11.017
https://doi.org/10.1039/C0AN00406E

76

EBERT, Ulrike et al. Pharmacokinetics and pharmacodynamics of
scopolamine after subcutaneous administration. The Journal of Clinical
Pharmacology, v. 38, n. 8, p. 720-726, 1998.

https://doi.org/10.1002/j.1552-4604.1998.tb04812.x

ERK, Nevin; ONUR, Feyyaz. Spectrophotometric simultaneous determination
of analgin and hyoscine N-butyl bromide in sugar-coated tablets. Analytical letters,
v. 29, n. 3, p. 369-380, 1996.

https://doi.org/10.1080/00032719608000404

FELDMAN, Joseph A.; ROBB, Bruce J. Colorimetric determination of atropine,
homatropine, scopolamine, and their derivatives by the ferric hydroxamate method.

Journal of pharmaceutical sciences, v. 59, n. 11, p. 1646-1647, 1970.

https://doi.orq/10.1002/jps.2600591121

FERREIRA, Marcia Miguel Castro. Quimiometria: conceitos, métodos e
aplicagoées. Editora da UNICAMP, 2015.

https://doi.orq/10.7476/9788526814714

GAMAL, Mohammed. Analytical review: analytical techniques for hyoscine N
butyl bromide. Analyst, v. 145, n. 6, p. 2025-2037, 2020.

https://doi.org/10.1039/DOAN00076K

GEMPERLINE, Paul (Ed.). Practical guide to chemometrics. CRC press,
2006.

https://doi.org/10.1201/9781420018301

GONZALEZ, Rafael C.; WOODS, Richard E. Processamento de imagens
digitais. Editora Blucher, 2000.

GOUDA, Ayman A. et al. Spectrophotometric determination of hyoscine
butylboromide and famciclovir in pure form and in pharmaceutical formulations.
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 70,
n. 4, p. 785-792, 2008.


https://doi.org/10.1002/j.1552-4604.1998.tb04812.x
https://doi.org/10.1080/00032719608000404
https://doi.org/10.1002/jps.2600591121
https://doi.org/10.7476/9788526814714
https://doi.org/10.1039/D0AN00076K
https://doi.org/10.1201/9781420018301

77

https://doi.orq/10.1016/j.saa.2007.09.010

HERNANDEZ, Edna Maria Miello et al. Manual de toxicologia clinica:
orientagcdes para assisténcia e vigilancia das intoxicagbes agudas. In: Manual de
toxicologia clinica: orientagoes para assisténcia e vigilancia das intoxicagoes
agudas. 2017. p. 475-475.

HU, Jie et al. Advances in paper-based point-of-care diagnostics. Biosensors
and Bioelectronics, v. 54, p. 585-597, 2014.

https://doi.org/10.1016/j.bios.2013.10.075

IBRAHEEM, Noor A. et al. Understanding color models: a review. ARPN
Journal of science and technology, v. 2, n. 3, p. 265-275, 2012.

JAKABOVA, Silvia et al. Determination of tropane alkaloids atropine and
scopolamine by liquid chromatography—mass spectrometry in plant organs of Datura
species. Journal of Chromatography A, v. 1232, p. 295-301, 2012.

https://doi.orq/10.1016/j.chroma.2012.02.036

JALALI, Farzad; AFSHARI, Reza; BABAEI, Ali. Smoking crushed
hyoscine/scopolamine tablets as drug abuse. Substance use & misuse, v. 49, n. 7,
p. 793-797, 2014.

https://doi.org/10.3109/10826084.2014.880178

KOVARIK, Michelle L. et al. Micro total analysis systems for cell biology and
biochemical assays. Analytical chemistry, v. 84, n. 2, p. 516-540, 2012.

https://doi.org/10.1021/ac202611x

LAUWERS, L. F. et al. Scopolamine intoxications. Intensive care medicine,
v.9,n. 5, p. 283-285, 1983.

https://doi.org/10.1007/BF01691256

LIM, Sung H. et al. Bacterial culture detection and identification in blood agar
plates with an optoelectronic nose. Analyst, v. 141, n. 3, p. 918-925, 2016.

https://doi.org/10.1039/C5AN01990G



https://doi.org/10.1016/j.saa.2007.09.010
https://doi.org/10.1016/j.bios.2013.10.075
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2012.02.036
https://doi.org/10.3109/10826084.2014.880178
https://doi.org/10.1021/ac202611x
https://doi.org/10.1007/BF01691256
https://doi.org/10.1039/C5AN01990G

78

LI, Xin et al. Electronic-tongue colorimetric-sensor array for discrimination and
quantitation of metal ions based on gold-nanoparticle aggregation. Analytical
chemistry, v. 91, n. 9, p. 6315-6320, 2019.

https://doi.org/10.1021/acs.analchem.9b01139

LI, Zheng; ASKIM, Jon R.; SUSLICK, Kenneth S. The optoelectronic nose:
colorimetric and fluorometric sensor arrays. Chemical reviews, v. 119, n. 1, p. 231-
292, 2018.

https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.8b00226

LI, Zheng; SUSLICK, Kenneth S. Portable optoelectronic nose for monitoring
meat freshness. Acs Sensors, v. 1, n. 11, p. 1330-1335, 2016.

https://doi.org/10.1021/acssensors.6b00492

LI, Zheng; SUSLICK, Kenneth S. A hand-held optoelectronic nose for the
identification of liquors. ACS sensors, v. 3, n. 1, p. 121-127, 2018.

https://doi.org/10.1021/acssensors.7b00709

LU, Haiting; CHEN, Xi; ZHAN, Chang-Guo. First-principles calculation of p K a
for cocaine, nicotine, neurotransmitters, and anilines in aqueous solution. The
Journal of Physical Chemistry B, v. 111, n. 35, p. 10599-10605, 2007.

https://doi.orq/10.1021/jp072917r

LUSTHOF, K. J. et al. Toxicological results in a fatal and two non-fatal cases
of scopolamine-facilitated robberies. Forensic science international, v. 274, p. 79-
82, 2017.

https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2017.01.024

MAJCHRZAK, Tomasz et al. Electronic noses in classification and quality
control of edible oils: A review. Food Chemistry, v. 246, p. 192-201, 2018.

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.11.013



https://doi.org/10.1021/acs.analchem.9b01139
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.8b00226
https://doi.org/10.1021/acssensors.6b00492
https://doi.org/10.1021/acssensors.7b00709
https://doi.org/10.1021/jp072917r
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2017.01.024
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.11.013

79

MANIKANDAN, Venkatesh S.; ADHIKARI, BalRam; CHEN, Aicheng.
Nanomaterial based electrochemical sensors for the safety and quality control of food
and beverages. Analyst, v. 143, n. 19, p. 4537-4554, 2018.

https://doi.org/10.1039/C8AN00497H

MARRA, Mariana C. et al. Ultra-fast determination of scopolamine,
orphenadrine, mepyramine, caffeine, dipyrone, and ascorbic acid by capillary
electrophoresis with capacitively coupled contactless conductivity detection. Journal
of the Brazilian Chemical Society, v. 25, n. 5, p. 913-919, 2014.

https://doi.org/10.5935/0103-5053.20140061

MARTINEZ, Andres W. et al. Patterned paper as a platform for inexpensive,
low-volume, portable bioassays. Angewandte Chemie, v. 119, n. 8, p. 1340-1342,
2007.

https://doi.orq/10.1002/ange.200603817

NAMERA, Akira et al. Quantitative analysis of tropane alkaloids in biological
materials by gas chromatography—mass spectrometry. Forensic science
international, v. 130, n. 1, p. 34-43, 2002.

https://doi.org/10.1016/S0379-0738(02)00302-X

NIKAHD, Bahareh; KHALILZADEH, Mohammad A. Liquid phase
determination of bisphenol A in food samples using novel nanostructure ionic liquid
modified sensor. Journal of Molecular Liquids, v. 215, p. 253-257, 2016.

https://doi.org/10.1016/j.molliq.2015.12.003

OERTEL, R. et al. Determination of scopolamine in human serum by gas
chromatography-ion trap tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography
B: Biomedical Sciences and Applications, v. 682, n. 2, p. 259-264, 1996.

https://doi.org/10.1016/0378-4347(96)00095-3

OERTEL, R. et al. Determination of scopolamine in human serum and

microdialysis samples by liquid chromatography—tandem mass spectrometry.


https://doi.org/10.1039/C8AN00497H
https://doi.org/10.5935/0103-5053.20140061
https://doi.org/10.1002/ange.200603817
https://doi.org/10.1016/S0379-0738(02)00302-X
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2015.12.003
https://doi.org/10.1016/0378-4347(96)00095-3

80

Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, v. 750, n.
1, p. 121-128, 2001.

https://doi.org/10.1016/S0378-4347(00)00433-3

OISHI, Akifumi; NAGATOMI, Yasushi; SUZUKI, Koji. Simultaneous LC-MS/MS
Determination of 18 Plant Toxins in Beverages. Shokuhin eiseigaku zasshi.

Journal of the Food Hygienic Society of Japan, v. 60, n. 4, p. 108-112, 2019.

https://doi.org/10.3358/shokueishi.60.108

SAlZ, Jorge et al. Rapid determination of scopolamine in evidence of

recreational and predatory use. Science & Justice, v. 53, n. 4, p. 409-414, 2013.

https://doi.org/10.1016/j.scijus.2013.08.001

SALINAS, Yolanda et al. Monitoring of chicken meat freshness by means of a

colorimetric sensor array. Analyst, v. 137, n. 16, p. 3635-3643, 2012.

https://doi.org/10.1039/c2an35211q

SALINAS, Yolanda et al. A novel colorimetric sensor array for monitoring fresh

pork sausages spoilage. Food Control, v. 35, n. 1, p. 166-176, 2014.

https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2013.06.043

SALLES, M. O. et al. Explosive colorimetric discrimination using a
smartphone, paper device and chemometrical approach. Analytical Methods, v. 6,
n. 7, p. 2047-2052, 2014.

https://doi.orq/10.1039/C3AY41727A

SARGIN, Mehmet; ULUER, Mehmet Selguk; AYDOGAN, Eyiip. Hyoscine N-
butylbromide for preventing propofol injection pain: a randomized, placebo-controlled
and double-blind study. Medical Principles and Practice, v. 27, n. 1, p. 39-43,
2018.

https://doi.org/10.1159/000486747



https://doi.org/10.1016/S0378-4347(00)00433-3
https://doi.org/10.3358/shokueishi.60.108
https://doi.org/10.1016/j.scijus.2013.08.001
https://doi.org/10.1039/c2an35211g
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2013.06.043
https://doi.org/10.1039/C3AY41727A
https://doi.org/10.1159/000486747

81

STEENKAMP, P. A. et al. Fatal Datura poisoning: identification of atropine and
scopolamine by high performance liquid chromatography/photodiode array/mass

spectrometry. Forensic Science International, v. 145, n. 1, p. 31-39, 2004.

https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2004.03.011

SUENAGA, Eunice Mayumi et al. A fast and sensitive UHPLC-MS/MS method
for the determination of N-butylscopolamine in human plasma: application in a

bioequivalence study. Biomedical Chromatography, v. 31, n. 3, p. €3823, 2017.

https://doi.org/10.1002/bmc.3823

TYTGAT, Guido N. Hyoscine butylbromide. Drugs, v. 67, n. 9, p. 1343-1357,
2007.

https://doi.org/10.2165/00003495-200767090-00007

VLASOV, Yuri; LEGIN, Andrey; RUDNITSKAYA, Alisa. Electronic tongues and
their analytical application. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 373, n. 3, p.
136-146, 2002.

https://doi.org/10.1007/s00216-002-1310-2

WEN, Che-Yen; CHOU, Chun-Ming. Color image models and its applications

to document examination. Forensic Science Journal, v. 3, n. 1, p. 23-32, 2004.

WHITESIDES, George M. The origins and the future of microfluidics. Nature,
v.442,n. 7101, p. 368-373, 2006.

https://doi.org/10.1038/nature05058

XIAO-WEI, Huang et al. Colorimetric sensor arrays based on chemo-
responsive dyes for food odor visualization. Trends in Food Science &
Technology, v. 81, p. 90-107, 2018.

https://doi.org/10.1016/j.tifs.2018.09.001

XU, Lirong et al. A novel method for qualitative analysis of edible oil oxidation

using an electronic nose. Food chemistry, v. 202, p. 229-235, 2016.

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.01.144



https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2004.03.011
https://doi.org/10.1002/bmc.3823
https://doi.org/10.2165/00003495-200767090-00007
https://doi.org/10.1007/s00216-002-1310-2
https://doi.org/10.1038/nature05058
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2018.09.001
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.01.144

82

YANG, Yuanyuan et al. based microfluidic devices: Emerging themes and

applications. Analytical chemistry, v. 89, n. 1, p. 71-91, 2017.

https://doi.orq/10.1021/acs.analchem.6b04581

ZHANG, Chen; BAILEY, Daniel P.; SUSLICK, Kenneth S. Colorimetric sensor
arrays for the analysis of beers: A feasibility study. Journal of agricultural and food
chemistry, v. 54, n. 14, p. 4925-4931, 2006.

https://doi.org/10.1021/i{f060110a

ZHANG, Chen; SUSLICK, Kenneth S. Colorimetric sensor array for soft drink
analysis. Journal of agricultural and food chemistry, v. 55, n. 2, p. 237-242, 2007.

https://doi.org/10.1021/jf0624695

ZHANG, Yinan et al. Identification of pathogenic fungi with an optoelectronic
nose. Analyst, v. 139, n. 8, p. 1922-1928, 2014.

https://doi.org/10.1039/C3AN02112B



https://doi.org/10.1021/acs.analchem.6b04581
https://doi.org/10.1021/jf060110a
https://doi.org/10.1021/jf0624695
https://doi.org/10.1039/C3AN02112B

