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RESUMO 

A identificação de fluidos corporais é uma etapa crucial nas investigações criminais, 

especialmente em crimes sexuais, que apresentam alta incidência. Segundo a Organização Mundial 

da Saúde (OMS), estima-se que uma em cada três mulheres no mundo já tenha sofrido violência 

física e/ou sexual. Para confirmar o estupro e identificar o agressor, amostras biológicas, como 

sêmen, são coletadas na cena do crime ou da vítima. Nesse contexto, diferentes metodologias têm 

sido avaliadas para superar as limitações dos ensaios convencionais, como resultados falso-positivos. 

Assim, metodologias de identificação de marcadores presentes no sêmen, têm sido avaliadas. O 

presente trabalho visou o emprego de diferentes metodologias como, considerando sistemas em 

solução, dispositivo analítico microfluídicos em papel (µPAD) e um explorando sistema por Análise 

por Injeção Sequencial (SIA), empregando a variação da resposta colorimétrica dos sistemas reativos 

devido à presença de frutose, íons zinco e fosfatase ácida, por meio da geração de cromóforos 

caraterísticos. Diversos parâmetros foram otimizados no desenvolvimento dessas metodologias para 

aprimorar a seletividade e a sensibilidade das análises. Para a frutose, obteve-se um limite de 

detecção (LOD) de 0,64 mg L-1 e 6,25 mg L-1 em solução e no μPAD, respectivamente. Na detecção 

de íons zinco, diferentes azocorantes [2-carboxi-2'-hidroxi-5'-sulfoformazilbenzeno (zincon), 1-(2- 

piridilazo)-2-naftol (PAN), 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(dietilamino)fenol (Br-PADAP) e 4-(2- 

piridilazo) resorcinol (PAR)] foram avaliados tanto em solução quanto no μPAD, apresentando 

variação quanto a sensibilidade, mas, todos passíveis de serem aplicados em amostras reais. O PAN 

apresentou melhor desempenho analítico em ambas as metodologias empregadas com LOD 0,05 µM 

(solução) e 3,44 µM (μPAD). Apresentando uma sensibilidade 100% no que se refere a validação 

qualitativa. Decorrente da maior sensibilidade em solução, o PAN foi selecionado para ser utilizado 

no SIA. Que, por sua vez, visa a dupla detecção de fosfatase ácida (AP) e íons de zinco, empregando 

os reagentes 4-aminoantipirina (4-AAP) e PAN, respectivamente. O sistema SIA demonstrou alta 

sensibilidade e precisão, com um LOD de 9,4 U L-1 para AP e 3,1 μM para Zn(II). Todas as 

metodologias aplicadas apresentaram desvios inferiores a 3,8% e recuperações entre 88 e 120%, 

comprovando que o método é adequado para a finalidade proposta. A avaliação frente amostras reais 

(sêmen, sangue, sangue menstrual, fluido vaginal, saliva e urina) foi realizada para os diferentes 

marcadores apresentando boa sensibilidade e confiabilidade, permitindo análises qualitativas e 

quantitativas com traços mínimos de amostras diretamente na cena criminosa. Assim, essas 

metodologias visam suprir as limitações dos kits disponíveis no mercado, principalmente no que se 

refere ao tempo de resposta e falsos positivos, surgindo assim como inovação científica que 

contribuirá na elucidação de crimes sexuais.  

Palavras-chave: crimes sexuais; aplicação forense; detecção colorimétrica; marcadores; amostras 

biológicas. 
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ABSTRACT 

The identification of bodily fluids is a crucial step in criminal investigations, especially in 

sexual assault cases, which have a high incidence rate. According to the World Health Organization 

(WHO), it is estimated that one in three women worldwide has experienced physical and/or sexual 

violence. To confirm rape and identify the perpetrator, biological samples such as semen are collected 

from the crime scene or the victim. In this context, various methodologies have been evaluated to 

overcome the limitations of conventional assays, such as false-positive results. Therefore, techniques 

for identifying markers present in semen have been investigated. This study aimed to employ 

different methodologies, including solution-based systems, microfluidic paper-based analytical 

devices (μPADs), and a Sequential Injection Analysis (SIA) system, by exploring the colorimetric 

response variation of reactive systems in the presence of fructose, zinc ions, and acid phosphatase 

through the generation of characteristic chromophores. Several parameters were optimized during 

the development of these methods to enhance selectivity and sensitivity. For fructose detection, limits 

of detection (LOD) of 0.64 mg L⁻¹ and 6.25 mg L⁻¹ were obtained in solution and on the μPAD, 

respectively. For zinc ion detection, different azo dyes [2-carboxy-2'-hydroxy-5'-

sulfoformazylbenzene (zincon), 1-(2-pyridylazo)-2-naphthol (PAN), 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-

(diethylamino)phenol (Br-PADAP) and 4-(2-pyridylazo) resorcinol (PAR)]  were evaluated both in 

solution and on the μPAD, showing variations in sensitivity, but all were suitable for application in 

real samples. Among them, PAN exhibited the best analytical performance in both methodologies, 

with LODs of 0.05 µM (solution) and 3.44 µM (μPAD), and demonstrated 100% sensitivity in 

qualitative validation. Due to its higher sensitivity in solution, PAN was selected for use in the SIA 

system. The SIA approach aimed at the dual detection of acid phosphatase (AP) and zinc ions using 

4-aminoantipyrine (4-AAP) and PAN, respectively. The SIA system showed high sensitivity and 

precision, with an LOD of 9.4 U L⁻¹ for AP and 3.1 μM for Zn(II). All applied methodologies 

presented relative standard deviations (RSD) below 3.8% and recoveries ranging from 88% to 120%, 

confirming their adequacy for the proposed application. Evaluation with real samples (semen, blood, 

menstrual blood, vaginal fluid, saliva, and urine) was conducted for the different markers, showing 

good sensitivity and reliability, allowing both qualitative and quantitative analyses with minimal 

sample volumes directly at the crime scene. These methodologies aim to overcome the limitations of 

commercially available kits, particularly regarding response time and false positives, thus 

representing a scientific innovation that can contribute to the resolution of sexual assault cases. 

 

Keywords: sexual crimes; forensic application; colorimetric detection; markers; biological samples. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A violência está presente em todas as sociedades, classes sociais e raças, impactando 

diretamente na saúde da população mundial, trata-se de uma forma de ação contra pessoas 

que pode causar diversos tipos de danos à vítima (García-Moreno et al., 2013; Smith; 

Sinkford, 2022). Existem diferentes tipos de violência: física, psicológica, sexual, 

patrimonial e moral, distribuídas entre diferentes grupos-alvo. No Brasil, busca-se 

implementar medidas visando reduzir os indicadores relacionados a violência, desde a 

década de 80, onde o homicídio e crimes sexuais são os mais frequentes (Dahlberg; Krug, 

2006; Kataguiri et al., 2019; WHO, 2021). A agressão sexual é um crime de violência, que 

lamentavelmente aumenta o número de registros a cada ano, as vítimas geralmente são 

crianças e mulheres, e os agressores são na maioria das vezes do sexo masculino (Collins, 

1998). Violência sexual é qualquer ato sexual ou tentativa do ato não esperado, com atitudes 

como a repressão, ameaças ou força física, praticado por qualquer pessoa independentemente 

de suas relações com a vítima, em qualquer ambiente (Basile et al., 2011). O estupro é uma 

das formas de violência sexual mais frequente, cometida principalmente pelos homens 

contra as mulheres e crianças, atingindo aproximadamente 1 a cada 3 mulheres (WHO, 

2021).  

No Brasil, a Secretaria da Saúde estima um total de mais de 500 mil tentativas ou 

casos consumados anualmente, destes, apenas cerca de 10% procuram a polícia (Brasil, 

2024; Childhood Brasil, 2019; Kataguiri et al., 2019; Moreira et al., 2022). Os dados 

apresentados no Anuário Brasileiro de Segurança Pública de 2024, registrou que 2023 houve 

o maior número de estupros da história, 84.988 casos, um crescimento de 6,5% em relação 

ao ano anterior. Os números de casos de estupros cresceram 91,5% entre 2011 e 2023 (Fig. 

1), tendo como principais vítimas crianças, em 63.831 dos casos, perfazendo 76%.  
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Figura 1. Número de casos de estupro e estupro de vulnerável dos últimos treze anos. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Nesse contexto, a ciência forense busca desenvolver e validar métodos analíticos de 

investigação criminal, sendo a identificação de fluidos corporais, como sangue, sêmen, 

secreção vaginal, saliva e urina, uma etapa crucial na investigação (Bazyar, 2023; Das et al., 

2021). Assim, amostras biológicas coletadas na cena do crime ou na própria vítima da ação 

criminosa são de extrema importância para identificar os suspeitos dos atos criminosos, 

devido às informações obtidas pela análise dessas (Mapes; Kloosterman; Poot, 2015). Em 

casos de violência sexual onde há o contato físico entre o agressor e a vítima e, 

consequentemente, troca de material biológico, a identificação do fluido vaginal em uma 

amostra mista contendo sêmen fornece importantes evidências probatórias de relação sexual, 

sendo a detecção e a identificação por meio de testes laboratoriais, etapas vitais nesse tipo 

de investigação (Peonim et al., 2013; Takamura et al., 2018). 

Contudo, nem sempre é fácil identificar a natureza de um fluído corporal, pois muitos 

possuem aparência similar à de outras amostras biológicas ou não, e alguns não são visíveis 

na avaliação visual. Assim, sendo necessária uma confirmação adicional para garantir a 

veracidade das evidências obtidas (Virkler; Lednev, 2010; Vyas et al., 2020). Em casos que 

envolvem violência sexual, um dos fluidos corporais mais encontrado durante as 

investigações criminais é o sêmen. 

 

1.1 Sêmen: composição e identificação 

O sêmen é o fluido corporal mais examinado em crimes sexuais, considerado um 

marcador confiável em casos de estupro, coito anal e outras ocorrências forenses, podendo 
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ser empregado para confirmar o crime e identificar possíveis suspeitos (Sakurada et al., 

2020; Wasserstrom et al., 2013). Trata-se de um líquido produzido no aparelho sexual 

masculino, fundamental para a fertilidade do homem. Esse fluído é formado por uma mistura 

de componentes produzidos por glândulas diferentes, misturados durante a ejaculação. Cerca 

de 5% do ejaculado, é composto por secreções das glândulas bulbouretrais e uretrais, 15 a 

30% da próstata, pequenas contribuições da ampola e do epidídimo e, a maior parte do 

ejaculado deriva das vesículas seminais (Owen; Katz, 2005). 

Todos os componentes do sêmen são associados ou produzidos em diferentes 

glândulas do sistema reprodutor. Dentre elas, a próstata é fonte de fosfatase ácida, antígeno 

prostático específico (PSA),  ácido cítrico, zinco, entre outros. A vesícula seminal fornece 

frutose, ácido ascórbico e prostaglandinas, enquanto o epidídimo é responsável por produzir 

alguns aminoácidos, uma pequena quantidade da frutose presente é oriunda da ampola do 

ducto deferente (Mann, 1948; Das et al., 2021). Assim, os componentes bioquímicos 

presentes em altas concentrações no sêmen como, frutose, colina, espermina, ácido cítrico, 

fosfatase ácida e albumina, podem a priori, ser empregados como possíveis marcadores em 

testes de identificação. A glicose, inositol, ácido láctico e ureia também estão presentes nesse 

fluido, porém em quantidades menores (Virkler; Lednev, 2009). 

Os testes utilizados na identificação dos fluidos corporais em cenas de crime podem 

ser classificados de duas formas, presuntivos e confirmatórios, de acordo com sua 

seletividade (Zapata et al., 2015). De forma geral, a presença/ausência de uma amostra 

biológica é primeiramente avaliada por meio de testes presuntivos, enquanto, os testes 

confirmatórios são ou não empregados como segunda etapa, dependendo do resultado prévio 

do teste presuntivo (Kanu; Kaplan, 2016). Atualmente existe uma ampla variedade de testes 

presuntivos disponíveis que podem ser empregados para rastrear esfregaços ou manchas que 

possam conter sêmen nas cenas do crime, como diferentes fontes de luz alternativas (ALS), 

a exemplo, da luz azul (450 nm), luz UV (315 - 400 nm), e testes enzimáticos, com destaque 

para aqueles utilizados na detecção da fosfatase ácida seminal (Tabela 1) (Gamblin; Morgan‐

Smith, 2020; Rodriguez et al., 2019; Tay, et al., 2021; Wasserstrom et al., 2013).  

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/citric-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/ascorbic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/prostaglandin
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Tabela 1. Alguns kits comerciais para detecção de sêmen comparado ao teste em desenvolvimento. 

Teste 
Valor por 

análise (R$) 
Método 

Volume da 

amostra 
Marcadores Faixa linear Limitações Empresa 

Acid Phosphatase Assay Kit 

(pNPP) 
4,58 Colorimétrico 25 μL AP -  Sigma 

Acid Phosphatase Fluorometric 

Assay Kit 
22,03 Fluorimetrico 20 μL AP 0,008 - 10 U L-1  Sigma 

CheckMate Semen Detection Kit 46,00 Colorimétrico 50 μL AP 42 – 12 000 U L-1 

As soluções possuem 

estabilidade de apenas 

24h 

SpyCentre 

Security 

Semen Detection Test - P30 

Antigen 
45,00 Colorimétrico - PSA - 

A urina é falso-positivo 

e apresenta falso-

negativo para algumas 

amostras de sêmen 

Crime Scene 

BLUESTAR® Identi-PSA 37,80 Colorimétrico ≥ 1 μL PSA 4 – 10 ng mL-1 Falsos positivos 
Arrowhead 

forensics 

Semen Detection Professional 

Test 
27,88 Colorimétrico - PSA - Falsos negativos Puritan 

Semen Detection Professional 

Test 
27,88 Colorimétrico - AP - Falsos negativos Puritan 

Semen test strips 69,20 Colorimétrico ≥ 1 μL AP -  Electronicbuds 

Semen Detection Test – AP kit 70,00 Colorimétrico ≥ 1 μL AP -  Crime Scene 

MACFOR - Color S ~1,00 Colorimétrico 2 μL 
Frutose, 

Zinco e AP 
-  Este trabalho 

Fonte:  elaborado pela autora, 2025.

https://www.amazon.com/stores/CrimeScene/page/BA26DFDC-4CB3-4C45-A4D7-77919C554B60?ref_=ast_bln&store_ref=bl_ast_dp_brandLogo_sto
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Para confirmação da presença de sêmen, a técnica amplamente aceita é a identificação 

microscópica de espermatozoides, considerada como referência, é frequentemente utilizada 

após resultado positivo em um teste presuntivo (Peonim et al., 2013; Unuma et al., 2023). 

Existem também ensaios imunológicos de confirmação para detecção de sêmen, baseados 

na presença de proteínas específicas encontradas no sêmen ou esperma, o comumente 

empregado é o teste do antígeno específico da próstata (PSA), o qual, detecta a presença da 

PSA oriunda da próstata, presente no sêmen, inclusive em homens oligospermáticos e 

azoospérmicos (Alaloosh; Aljubori, 2019; Boward; Wilson, 2013; Dejous; Krishnan, 2021). 

Além disto, emprega-se a biologia molecular para identificação do agressor a partir do DNA 

e pode-se utilizar também outras metodologias com marcadores específicos, exemplo, DNA 

e RNA (Chhabra et al., 2022; Fleming; Harbison, 2010; Haas et al., 2009).  

Todavia, essas estratégias de análise para identificação ou detecção de sêmen 

apresentam como principais limitações a quantidade de amostra e reagentes, portabilidade, 

custo, tempo de resposta e possibilidade de resultados falsos-positivos ou negativos. 

Tornando a identificação um processo trabalhoso, visto que substâncias encontradas nas 

cenas de crimes, muitas vezes se assemelham à aparência de determinado fluido corporal 

(Casey et al., 2020; Takamura, et al., 2018). Desta forma, em virtude do número excessivo 

de casos e das limitações apresentadas pelas metodologias disponíveis no mercado, faz-se 

necessário o desenvolvimento de novos testes ou dispositivos mais rápidos, sensíveis, 

seletivos e que permitam além da identificação a quantificação, quando necessária, dos 

marcadores forenses na cena do crime (Agarwal; Csóka, 2019; Yao et al., 2020).   

Sendo assim, têm-se averiguado diferentes metodologias de identificação, incluindo 

novos testes presuntivos e confirmatórios (Zha, el al., 2020). Como a metodologia não 

destrutiva proposta por Silva et al. (2017) utilizando imagem hiperespectral no 

infravermelho próximo (NIR) para detecção de manchas de sêmen em tecidos, empregando 

análise de componentes principais (PCA) e resolução de curva multivariada com mínimos 

quadrados alternados (MCR-ALS). Além de um novo método que também pode ser utilizado 

para identificar manchas de sêmen, aplicando microscopia eletrônica de varredura (MEV) e 

microanálise de energia dispersiva de raios X para a detecção oligoelementos metálicos, uma 

vez que estão presentes em quantidades variadas nos fluidos corporais (Dube et al., 2020). 

Como supracitado, a maioria desses testes utilizam marcadores forenses, como por 

exemplo, a fosfatase ácida e a colina, outros marcadores presentes no sêmen em altas 

concentrações quando comparado a outros fluídos corporais também podem ser empregados, 

como a frutose e zinco (Tabela 2) (Gamblin; Morgan‐Smith, 2020).  
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Tabela 2. Concentração dos marcadores bioquímicos em diferentes fluidos biológicos. 

Marcadores 
Fluidos 

Sêmen Fluído vaginal Sangue Urina Saliva 

Frutose 

(mg L-1) 

1000 – 6300 

Jakobsen et al., 1989 

Owen; Katz, 2005 

Thang et al., 2018 

93,1 – 176,9 
Zaviačič et al., 1988 

1,1 – 1,7  

Kawasaki et al., 2002 

39,4 – 99,6 
Zaviačič et al., 1988 

770 – 810 
Kelsay et al., 1974 

Fosfatase ácida 

(U L-1) 

500 – 6000 

Miteva et al., 2010 

Rümke, 1974 

3,0 – 12,5 
Tamaki et al., 1989 

3,0 – 4,7  
Seiler et al., 1983  

0,6 – 2,2 
Goodwin, J. F. (1970) 

4,5 – 14,6  
Neto et al., 2011 

DNA 

(ng µL-1) 

43,2 – 125 
Martinez et al., 2018 

Ponti et al., 2018 

10 – 100 
Giampaoli et al., 2012 

1,8 – 400 
Cardozo et al., 2009 

Ponti et al., 2018 

(0,02 – 96,9)×10-3 

Bryzgunova et al., 2006 

Johnson et al., 2007 

1 – 167 
Garbieri et al., 2017 

Philibert et al., 2008 

Zinco total 

(µM) 

1200– 4200 

Yamaguchi et al., 2009 

Stanković; Mikac-Dević, 1976 

Chia et al., 2000 

Canale et al., 1986 

18,4 – 229,5 
Rogers et al., 1988 

9,48 – 21,1 
Giroux et al., 1976 

Vivoli et al., 1987 

27,1 – 119,6* 
Schuhmacher et al., 1994 

(2,4 – 48,7)×10-4 

Bales et al., 1990 

Espermina 

(µM) 

250 – 3000 
Engel et al., 2019 

Harms et al., 2022 

Jänne et al., 1973 

Shohat et al., 1990 

ND# 
Suzuki et al., 1982 

Wolrath et al., 2011 

ND – 0,4 
Kong et al., 2021 

Suzuki et al., 1982 

ND – 10 
Suzuki et al., 1982 

Nair et al., 2019 

ND – 1,9 
Suzuki et al., 1982 

Senekowitsch et al., 2023  

Espermidina 

(µM) 

100 – 1400 
Engel et al., 2019 

Harms et al., 2022 

Jänne et al., 1973 

ND# 

Suzuki et al., 1982 

0,3 – 2,7 
Kong et al., 2021 

40 – 50 
Nair et al., 2019 

0,4 – 2,9 
Senekowitsch et al., 2023 

Colina 

(mg L-1) 

900 – 3073 
Takatori et al., 1981 

Takatori et al., 1984 

Mandal; Bhattacharyya, 1986 

~ 0,7  
Hoffman et al., 2024 

0,8 – 2,0 
Kirsch et al., 2010 

0,1 – 1,3 
Kirsch et al., 2010 

0,6 – 1,6 
Wang et al., 2014 

*μg g-1 creatinina.  
# Podem ser encontradas em baixas concentrações no fluido vaginal em casos de infecções vaginais (Nelson et al.,2015; Wolrath et al., 2011). 

Fonte: elaborado pela autora, 2025 
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1.2 Frutose como marcador químico para amostra de sêmen 

O sêmen é o único dentre os fluídos corporais que possui altos teores de frutose (acima 

de 1000 mg L-1), um monossacarídeo crucial para assegurar a viabilidade, função e 

mortandade do esperma, sendo o principal carboidrato encontrado no plasma seminal, 

responsável por mais da metade do consumo de carboidratos dos espermatozóides, 

considerado uma importante fonte de energia (Ahmed et al., 2010; Johnson et al., 2020). Esse 

açúcar presente na dieta humana, é um composto sólido, cristalino e solúvel em água, 

presente naturalmente em diversas frutas e vegetais, sintetizado também no organismo a 

partir da glicose, molécula a qual muitas vezes encontra-se ligada formando o dissacarídeo 

sacarose (Krause; Wegner, 2020).  

A frutose é secretada pelas vesículas seminais e pelas glândulas sexuais acessórias. 

Seus níveis de concentração no sêmen podem variar com o tempo devido à frutólise 

(degradação da frutose) no sêmen, processo realizado principalmente pelos espermatozoides 

(Sengupta et al., 2020; Toragall et al., 2019). A determinação desse marcador é 

particularmente valiosa, devido a relação direta que pode ser estabelecida entre o nível de 

frutose no plasma seminal e a função da testosterona nas células intersticiais, sendo medida 

rotineiramente para quantificar a função da vesícula seminal e da possibilidade de 

infertilidade masculino (Ahmed et al., 2010; Shemshaki et al., 2021).  

Diversos estudos clínicos sobre o papel da frutose nos parâmetros do sêmen foram 

realizados, relatando níveis menores de frutose seminal em homens oligozoospérmicos e 

azoospérmicos, quando comparados com homens normozoospérmicos (Ahmad et al., 2008; 

Amidu et al., 2012; Nsonwu-Anyanwu et al., 2019).  Sarazin et al. (2012) utilizou um método 

eletroforético capilar para determinação de carboidratos, dentre ele a frutose, em diferentes 

amostras. No âmbito forense, este marcador tem sido utilizado para detecção de sêmen via 

técnicas espectroscópicas como, espectroscopia infravermelha de refletância total atenuada - 

transformada de Fourier (ATR-FTIR) (Wei et al., 2021; Zha et al., 2020) e espectroscopia 

Raman (Das et al., 2021). Casey et al. (2020), identificou a frutose e outros componentes 

presentes no sêmen, devido à de picos característicos monitorados por espectroscopia Raman 

combinada análise estatística avançada. Esses estudos evidenciam a relevância da 

identificação desse marcador presente em altas concentrações no sêmen, o que possibilita sua 
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utilização em testes presuntivos. Todavia, não há disponível no mercado um kit ou 

dispositivo baseado em reações com esse açúcar.  

 

1.3 Zinco como marcador químico para amostra de sêmen  

O zinco (Zn) é um oligoelemento fundamental, envolvido em uma variedade de 

processos biológicos. Atua na mediação da função e estrutura das proteínas, na manutenção 

do equilíbrio fisiológico, bem como na proliferação e diferenciação celular (Stefanidou et al., 

2006; Fallah et al., 2018; Wong et al., 2001). A concentração desse elemento pode variar 

consideravelmente entre os diferentes tecidos humanos e fluidos biológicos, sendo 

particularmente elevada no sêmen, devido à contribuição da próstata, que é a principal 

responsável pelos elevados níveis desse elemento nesse fluido (Dissanayake et al., 2010; 

Yamaguchi et al., 2009). Além de suas múltiplas funções biológicas, o zinco contribui para 

a formação da motilidade espermática e influencia diretamente a morfologia dos 

espermatozoides. Sua ação está fortemente associada à fertilidade, sobretudo por seus efeitos 

positivos na espermatogênese (Henkel et al., 1999; Marzec-Wróblewska et al., 2011). 

Nesse contexto, muitos suplementos voltados à fertilidade masculina contêm zinco 

em sua composição, e estudos clínicos utilizam sua concentração no sêmen como parâmetro 

para avaliar a qualidade seminal. Homens férteis tendem a apresentar níveis mais elevados 

de zinco seminal em comparação aos inférteis, sugerindo que a deficiência desse elemento 

pode ser um biomarcador indireto da infertilidade masculina (Allouche-Fitoussi; Breitbart, 

2020; Schisterman et al., 2020). Nessa perspectiva, Huang et al. (2013) investigaram 

pacientes com oligoastenozoospermia, verificando que o tratamento com gluconato de zinco 

aumentava significativamente os níveis de zinco no sêmen, a contagem e a motilidade dos 

espermatozoides. Osadchuk et al., (2021) avaliaram a influência do zinco na qualidade do 

sêmen e, observaram que a deficiência desse elemento pode representar um fator de risco 

significativo para a redução da qualidade do sêmen. 

Além disso, decorrente da sua presença constante no sêmen, o zinco também pode ser 

utilizado como marcador valioso na identificação desse fluido em investigações forenses e 

uma boa alternativa para outros marcadores mais degradáveis, como a fosfatase ácida 

(Gamblin; Morgan‐Smith, 2020; Hooft; Van De Voorde, 1990; Suttipasit, 2015). Nesse 
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sentido, Oliveira et al. (2025) desenvolveram um sensor colorimétrico baseado em fibras 

fiadas sopradas para detecção colorimétrica de pequenas quantidades de zinco no sêmen.  

 

 

1.4 Fosfatase ácida (FA) como marcador bioquímico para amostra de sêmen 

A fosfatase ácida (Fig. 2) está presente no fluído seminal em altas concentrações 

(Lewis et al., 2013; Zhang et al., 2020). Trata-se de uma enzima hidrossolúvel, responsável 

por catalisar a hidrólise de diversos ésteres de fosfato em meio ácido (pH 4 - 6), associada a 

diversas funções fisiológicas e pode ser encontrada em vários tecidos e órgãos, com 

diferentes isoformas, propriedades físicas e seletividade de substrato (Le‐Vinh et al., 2022; 

Li et a., 1970; Yan, 1974). Muitas isoenzimas dessa classe são conhecidas, mas a que possui 

maior relevância no diagnóstico provém da próstata, uma vez que, devido às altas 

concentrações de fosfatase ácida no plasma seminal, esta enzima é usada para monitorar a 

função da próstata, no entanto, o PSA é o marcador mais empregado para esta finalidade 

(Miteva et al., 2010; Mukherjee; Gopalakrishnan, 2023; Vishawanath et al., 2023).  

Figura 2. Estrutura da fosfatase ácida prostática (PDB: 1CVI). 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

Composta por um grupo de cinco isoenzimas nomeadamente, lisossómicas, 

prostáticas, eritrocíticas, macrófagas e osteoclásticas, a fosfatase ácida está localizada 

principalmente na próstata e suas secreções. Quando comparado a qualquer outro tecido, o 
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nível na próstata masculina é pelo menos 100 vezes maior. Pequenas quantidades dessa 

enzima são encontradas também em uma variedade de tecidos e órgãos, como, rins, fígado, 

medula óssea, baço e células sanguíneas, sendo importante para vários processos biológicos 

e desempenhando funções cruciais (Peonim et al., 2013; Vishawanath et al., 2023). A 

atividade enzimática da FA está relacionada a formação de um homodímero, que compreende 

duas subunidades associadas por ligações não covalentes e cataliticamente inativas. Cada 

subunidade contém dois domínios, o domínio maior do tipo α/β, contendo uma folha β central 

mista de sete fitas com hélices α e o domínio α menor contendo seis hélices α (Kong; Byun, 

2013).  

A identificação da FA permite localizar de forma rápida e direta possíveis manchas 

de sêmen, por métodos colorimétricos, visto que esta enzima é capaz de catalisar a hidrolise 

de fosfatos orgânicos formando um produto que ao reagir com um sal cromogênico de 

diazônio, muda de coloração. Os métodos alfa-naftil fosfato e Brentamina, usado 

rotineiramente e beta-naftol com Fast Garnet B, baseiam-se nesse princípio, que possibilita 

ampla aplicação dessa enzima em testes colorimétricos e fluorimétricos (Lewis et al., 2013; 

Virkler; Lednev, 2009; Peonim et al., 2013). À vista disso, Herman et al. (2018) empregaram 

o princípio da reação supracitada em papel filtro e folha Phadebas, para detecção de sêmen, 

obtendo uma resposta colorimétrica rápida da reação em papel, que pode ser empregado 

como plataforma analítica. 

 

1.5 Dispositivos analíticos microfluídicos em papel (μPADs) 

As horas iniciais de uma investigação criminal são geralmente cruciais para que a 

investigadores forenses obtenham mais informações sobre a identidade de potenciais 

suspeitos, além de obter fatos relevantes. Desta forma, as investigações forenses no local do 

crime e em tempo real, podem melhorar a rapidez e eficácia do sistema judicial, evitando os 

atrasos que ocorrem inevitavelmente quando as provas precisam ser enviadas para um 

laboratório forense para análise, à vista disso, o uso de tecnologias empregando dispositivos 

microfluídicos pode atender a esses requisitos devido às suas diversas propriedades (Araújo 

et al., 2018; Bazyar, 2023; Harshey et al., 2023).  

A utilização de sensores portáteis, sistemas baseados em chips e dispositivos para 

análise in loco de amostras forenses, aumentaram nos últimos anos, levando ao 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/thebaine
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desenvolvimento de testes presuntivos para triagem de amostras alvo de investigação 

(Bazyar, 2023; Christodoulides et al., 2015). O desenvolvimento desses dispositivos 

microfluídicos foi impulsionado sobretudo pelo desejo de produzir sistemas com custo-

benefício viável para diagnóstico no local de atendimento e monitoramento ambiental (Sia; 

Kricka, 2008). A introdução desses dispositivos na comunidade cientifica foi atribuída ao 

Grupo Whitesides da Universidade de Harvard (Akyazi et al., 2018). Visando esta finalidade, 

os dispositivos devem fornecer uma resposta completa sobre as amostras introduzidas, 

gerando dados que possam ser úteis na tomada de decisões (Dungchai et al., 2009; 

Mettakoonpitak et al., 2016).  

Dentre os sistemas microfluídicos de menor custo, estão os dispositivos 

microfluídicos de papel, estes são excelentes alternativas aos sensores convencionais 

fabricados com outros materiais, como vidro, por exemplo (Ameku et al., 2019). O trabalho 

desenvolvido por Martinez et al. (2007) foi o pioneiro na utilização do papel cromatográfico 

para a fabricação dos dispositivos analíticos microfluídicos baseados em papel (μPADs), 

estes são relativamente fáceis de usar, de baixo custo, requerem pequenas quantidades de 

reagentes e amostras, permitem análises rápidas e são descartáveis, tornando-os uma 

alternativa atraente aos dispositivos tradicionais para testes no local de atendimento. Portanto 

se trata de uma boa alternativa, uma vez que, podem ser fabricados usando métodos simples 

e/ou materiais reciclados (Brito-Pereira et al., 2022), além de ser portátil, leve e 

miniaturizável (Boobphahom et al., 2020; Nadar et al., 2021; Zhao; Berg, 2008).  

Além disso, o papel é a estrutura polimérica de celulose mais abundante, sendo 

biodegradável, flexível, porosidade e baixo custo. A organização do papel em regiões de 

canais hidrofílicos separados por barreiras hidrofóbicas fornece dispositivos microfluídicos 

analíticos com algumas funções básicas como (Carrilho et al., 2009; Das et al., 2022; Yetisen 

et al., 2013):  

(i) Distribuição de amostras em múltiplas regiões separadas, possibilitando vários testes ou 

réplicas;  

(ii) Movimento da amostra por ação capilar, devido a presença de redes microporosas no 

papel responsáveis pelo fluxo de solventes;  

(iii) Proporciona trabalhar com pequenos volumes de amostra, muito importante quando a 

quantidade da amostra é limitada;  
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(iv) Os dispositivos podem ser incinerados, facilitando o descarte de resíduos biológicos.  

Estas propriedades do papel são de grande interesse para a produção de pequenas 

tecnologias lab-on-chip (Sia; Kricka, 2008). Tais dispositivos podem ser fabricados 

empregando abordagens diferentes como, impressão em cera (Carrilho et al., 2009; Noiphung 

et al., 2018), imersão em cera (Songjaroen et al., 2011),  impressão a jato de tinta (Abe et al., 

2008), fotolitografia (Martinez et al., 2007), tratamento plasmático (Li et al., 2008) e entre 

outros (Bruzewicz et al., 2008; Fenton et al., 2009; Nurak et al., 2013), sendo a impressão 

em cera o método mais simples para fabricação dos µPADs (Das et al., 2022; Lu et al., 2009). 

Embora a fabricação e utilização desses dispositivos seja simples, os altos valores de limite 

de detecção (LOD) ainda podem ser considerados a principal desvantagem, restringindo sua 

utilização a depender da necessidade (Ataide et al., 2023).  

Cada método tem suas vantagens e desvantagens e são selecionados a depender da 

finalidade a qual serão destinados. Os µPADs podem ser são acoplados à diferentes técnicas 

e metodologias de detecção, incluindo ensaios colorimétricos (Alizadeh et al, 2019; 

Kaewarsa et al., 2017; Wei et al., 2015), detecção eletroquímica (Primpray et al., 2019), 

medidas de fluorescência (Assi et al., 2023; Liu; Crooks, 2011; Zhou et al., 2020) e 

quimiluminescência (Yang et al., 2019; Yu et al., 2011), essenciais na análise de fluidos 

biológicos, biomarcadores, metabolitos, medicamentos, entre outros (Ameku et al., 2019; 

Cate et al., 2015).  

Decorrente da praticidade e possibilidade de detecção de vestígios in loco, os μPADs 

têm atraído o interesse de cientistas forenses nos últimos anos. Nesse sentido, Ameku et al. 

(2019) empregaram µPADs para detecção de amostras de cocaína, com detecção dupla, tanto 

por voltametria cíclica como por espalhamento Raman. Cromartie et al. (2019) utilizaram o 

µPAD na detecção colorimétrica de machas oriundas de diferentes fluídos biológicos. Yakoh 

et al. (2021), por sua vez, propuseram uma plataforma eletroquímica baseada em papel para 

o diagnóstico de COVID-19, por meio de uma triagem para detectação de imunoglobulinas 

SARS-CoV-2, monitorada por voltametria de onda quadrada. Mais recente, Pinheiro et al. 

(2022) utilizaram os µPADs para determinação colorimétrica do teor alcoólico em bebidas, 

para avaliar possíveis adulterações, baseando-se em reações redox. Andrade et al. (2023) 

empregou o dispositivo em papel para detecção instantânea de amido adulterante em leite 

comercial via reações colorimétricas. Destarte, fica evidente o papel importante que a 

javascript:void(0);
javascript:void(0);
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javascript:void(0);
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utilização desses dispositivos desempenha nas diferentes áreas, cuja aplicação vem crescendo 

na comunidade forense devido às diversas vantagens, visando sempre auxiliar na resolução 

de casos com brevidade. 

 

1.6 Análise de injeção sequencial (SIA) 

Diante da crescente preocupação com a elevada incidência de crimes, surgiu a 

necessidade de desenvolver procedimentos analíticos mais eficientes. Uma vez que, as 

análises forenses requerem métodos modernos que aliem rapidez, baixo custo, alta 

sensibilidade e segurança tanto no manuseio das soluções quanto em relação ao meio 

ambiente (Idris, 2010). Nesse sentido, visando suprir essas demandas, os métodos de análise 

química baseados em fluxo estão bem consolidados, a exemplo, análise por injeção em fluxo 

(FIA), análise por injeção sequencial (SIA), análise de fluxo contínuo (FCA) e injeção de 

fluxo multisseringa (MSFI) (Dallmayr et al., 2025; Qiao, 2020; Trojanowicz; Kołacińska, 

2016; Xue et al., 2024).  

A SIA surgiu como uma alternativa à FIA, visando superar suas principais limitações 

na realização de reações em solução, no que se refere principalmente a versatilidade e baixo 

consumo de amostra e reagentes (Economou, 2005). Assim, a técnica SIA pode incluir uma 

variedade de procedimentos mais complexos, como manipulação e pré-tratamento de 

amostras em sistemas on-line (Theodoridis et al., 2007). Desta forma, apresenta vantagens 

como automação total, miniaturização e versatilidade, que atendem bem aos requisitos 

analíticos atuais. A automação garante rapidez, segurança no manuseio, maior exatidão e 

precisão. A miniaturização acelera a análise, reduz o consumo de reagentes e minimiza o 

impacto ambiental. Devido a versatilidade, é possível adaptar facilmente o sistema a 

diferentes tipos de análises, além da possibilidade de determinações multiparamétricas (Idris; 

Alnajjar, 2008; Mesquita; Rangel, 2009). No sistema SIA, as portas da válvula de seleção 

multiposição são conectadas a diferentes unidades, como reservatórios, detectores, bombas, 

reatores, separadores, células especializadas e coletores. Essa configuração proporciona 

maior versatilidade e possibilita uma integração eficiente entre as etapas do processo 

analítico (Qiao, 2020). As técnicas de análise em fluxo podem ser acopladas a diferentes 

técnicas de detecção como, espectrofotometria (Silva et al., 2008), fluorescência (Skok et al., 
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2024), espectrometria de massas (Negrete et al., 2022), eletroquímica (Perez-Olmos et al., 

2005), entre outras (Manousi et al., 2023; Oteef; Idris, 2023). 

Nesse contexto, diversos estudos têm sido conduzidos na área forense. Idris e Alnajjar 

(2008), por exemplo, investigaram os níveis de morfina em amostras de urina humana 

utilizando a técnica SIA, com tratamento da amostra realizado de forma on-line e detecção 

espectrofotométrica. Em investigações forenses, a detecção de morfina é um indicador da 

presença de heroína, devido ao seu metabolismo no organismo. Silva et al. (2008) 

empregaram o sistema SIA com detecção espectrofotométrica visando a detecção de 

cocaína, usando tiocianato de cobalto como reagente complexante. Mais recente, Trinklein 

et al. (2021) aplicaram a técnica SIA acoplada à RMN de prótons de bancada on-line, para 

detecção de substâncias psicoativas. Esses estudos evidenciam o potencial do SIA como 

ferramenta analítica no suporte a investigações criminais. 

 

2 JUSTIFICATIVA 

Dada a relevância, praticidade e versatilidade para análise em campo nas diferentes 

áreas, incluindo a forense, os µPADs surgem como inovação científica e tecnológica que 

contribuirá fortemente na elucidação de casos com mais brevidade e confiabilidade buscando 

inibir a expansão de crimes contra a mulher, visto que estes fornecem análises forenses 

confiáveis diretamente na cena do crime. 

O presente trabalho está inserido no projeto “Crimes contra a mulher: 

desenvolvimento de kits para identificação de marcadores forenses em fluidos biológicos” 

financiado pelo Programa de cooperação acadêmica em segurança pública e ciências forenses 

(PROCAD). Este visa o desenvolvimento de kits para identificação de sêmen em vestígios 

forenses oriundos de crimes sexuais contra a mulher. Serão desenvolvidos e validados cinco 

kits da linha MACFOR, dentre eles, o COLOR – A. Trata-se de um kit contendo o µPAD e 

as respectivas soluções para análises qualitativas e quantitativas, possibilitando uma detecção 

simultânea de frutose, fosfatase ácida e zinco, explorando detecção colorimétrica. Possibilita 

fácil visualização da mudança de cor, que podem ser observadas a olho nu para determinação 

qualitativa ou analisada através de imagens digitais para quantificação. 
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3. OBJETIVOS GERAIS E ESPECÍFICOS  

3.1 Objetivo geral 

Desenvolver e validar metodologias baseadas em reações colorimétricas, com 

análises simples e rápida para identificação de marcadores (bio)químicos para detecção de 

sêmen em vestígios forenses oriundos de crimes sexuais contra a mulher. 

3.2 Objetivos específicos 

Capítulo 1: 

(i) Otimizar os principais parâmetros reacionais em solução e no µPAD, para a detecção de 

frutose, empregando sensibilidade analítica e sinal do intercepto como critério de avaliação; 

(ii) Estabelecer as principais figuras de mérito e validar do método analítico frente a amostras 

reais; 

(iii) Aplicar o método otimizado em amostras biológicas e comparar com outros sistemas que 

podem levar a resposta falso-positivo; 

(iv) Validar as metodologias de detecção de frutose para análises qualitativas; 

 

Capítulo 2: 

(i) Ajustar os principais parâmetros reacionais em solução e no µPAD para a detecção de 

zinco, utilizando a sensibilidade analítica e o sinal do intercepto como critérios de avaliação; 

(ii) Estabelecer as principais figuras de mérito em solução e no μPAD para cada azocorante 

e validar o método analítico frente a amostras reais; 

(iii) Aplicar o método otimizado em amostras biológicas e compará-lo com outros sistemas 

passíveis de gerar resultados falso-positivos; 

(iv) Validar qualitativamente as metodologias para detecção de zinco e comparar o 

desempenho dos azocorantes empregados. 

 

Capítulo 3:  

(i) Otimizar dos principais parâmetros físico-químicos no sistema de análise em fluxo 

sequencial, para a detecção simultânea de fosfatase ácida e zinco, empregando sensibilidade 

analítica e sinal do intercepto como critério de avaliação; 
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(ii) Ajustar os principais parâmetros intrínsecos ao sistema em fluxo (tamanho do reator, 

vazões, tempo de parada de fluxo) 

(iii) Estabelecer as principais figuras de mérito no sistema em fluxo e validar do método 

analítico frente a amostras reais; 

(iii) Aplicar o método otimizado em amostras sintéticas e biológicas, e comparar com outros 

sistemas que podem levar a resposta falso-positivo; 

 

 

 Fabricação e validação do COLOR- A, um dispositivo de tripla detecção (frutose, 

zinco e fosfatase ácida) para utilização em casos reais pela Polícia científica. 
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4. CAPÍTULO 1: Teste presuntivo para detecção de sêmen baseado no 

marcador químico frutose: avaliação de estratégias colorimétricas em 

solução e em dispositivo analítico microfluídicos em papel 

 

Resumo 

A identificação de fluidos biológicos é um passo fundamental nas investigações 

criminais, especialmente em crimes sexuais, que possuem alta ocorrência mundial. Para 

comprovar o crime e identificar o agressor, amostras biológicas, como sêmen, são coletadas 

na cena do crime ou na vítima que sofreu a ação criminosa. Assim, este estudo teve como 

objetivo desenvolver uma metodologia analítica para detecção de frutose (marcador químico) 

em solução e em dispositivo analítico microfluídicos em papel (µPAD). A resposta 

colorimétrica ocorre devido à presença de frutose, resultando na formação de um cromóforo 

de coloração azul ( = 625 nm). Diferentes parâmetros foram otimizados buscando melhorar 

a detectabilidade e sensibilidade do método, permitindo obter resposta linear na faixa de 0,5 

– 3 mg L-1 (solução) e 12,5 - 150 mg L-1 (µPAD). Os limites de detecção (LOD) foram 0,64 

mg L-1 e 6,25 mg L-1, respectivamente, demonstrando que o método atende perfeitamente à 

finalidade proposta. Além disso, as metodologias apresentaram recuperações entre 91 – 

102% e RSD  3,8%, evidenciando a exatidão e precisão do método. As metodologias 

testadas em amostras reais demonstraram alta sensibilidade e confiabilidade, frente avaliação 

de possíveis interferentes. A avaliação qualitativa (n ≥ 60) confirmou a eficácia dos ensaios 

com sensibilidade mínima de 98%. Desta forma, as metodologias (em solução ou µPAD) 

permitem análises qualitativas e quantitativas diretamente nas cenas de crimes e visam suprir 

as limitações dos testes disponíveis no mercado, principalmente em relação ao tempo de 

resposta e à ocorrência de falsos positivos.  

Palavras-chaves: crimes sexuais; amostras biológicas; spot tests; detecção colorimétrica; 

aplicações forenses. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A violência sexual constitui uma grave violação dos direitos humanos, uma questão 

que impacta diretamente na saúde global, atingindo pessoas de todas as classes sociais e raças 

(García-Moreno et al., 2013; Grosser; Tyler, 2022; Kataguiri et al., 2019). Os crimes 

relacionados a prática de violência sexual têm registrado aumentos alarmantes a cada ano, 

afetando principalmente crianças e mulheres. Estima-se que a nível mundial 1 em cada 3 

mulheres (cerca de 736 milhões) sofrem violência física e/ou sexual ao longo da vida (WHO, 

2021).  

Diante dessa realidade, a investigação criminal desempenha um papel crucial na 

elucidação desses crimes, com a identificação de fluidos biológicos, como sangue, sêmen, 

secreção vaginal, saliva e urina, constituindo uma etapa essencial. Assim, essas amostras 

coletadas na cena do crime ou na própria vítima da ação criminosa, fornecem informações 

valiosas que auxiliam na identificação dos suspeitos dos atos criminosos (Mapes; 

Kloosterman; Poot, 2015; Pradeep et al., 2024). O sêmen é uma das amostras biológicas mais 

comuns em casos de agressão sexual, considerado um marcador confiável que pode ser 

empregado para confirmar o crime e identificar possíveis suspeitos (Owen; Katz, 2005; 

Sakurada et al., 2020; Wasserstrom et al., 2013). Esse fluido de composição complexa 

apresenta altas concentrações de alguns componentes bioquímicos como, frutose, colina, 

espermina, ácido cítrico, fosfatase ácida e albumina, que podem a priori, ser empregados 

como possíveis marcadores em testes de identificação do tipo de amostra (Das et al., 2021; 

Gamblin; Morgan‐Smith, 2020; Mann, 1948; Virkler; Lednev, 2009). 

Os testes utilizados na identificação dos fluidos biológicos podem ser classificados de 

duas formas, presuntivos e confirmatórios, de acordo com sua seletividade (Zapata et al., 

2015). De forma geral, a presença/ausência de uma amostra biológica é primeiramente 

avaliada por meio de testes presuntivos, enquanto, os testes confirmatórios são ou não 

empregados como segunda etapa, dependendo do resultado do teste presuntivo (Kanu; 

Kaplan, 2016). Atualmente, há uma gama de testes presuntivos disponíveis para identificar 

esfregaços ou manchas contendo sêmen em cenas de crime (Gamblin; Morgan‐Smith, 2020; 

Rana et al., 2023; Rodriguez et al., 2019; Tay et al., 2021). Para confirmação da presença de 

sêmen, a identificação microscópica de espermatozoides é considerada como um protocolo 
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de referência, contudo, a ausência de espermatozoides (azoospermia), a idade e condições de 

conservação da amostra, são fatores limitantes (Peonim et al., 2013; Unuma et al., 2023). 

Porém, o desenvolvimento de metodologias alternativas para detecção de marcadores 

(bio)químicos em amostras de sêmen é uma demanda constante (Zha et al., 2020). Todavia, 

alguns critérios precisam ser considerados como a quantidade reduzida de amostra, 

portabilidade, custo, tempo de resposta, toxicidade dos reagentes e seletividade (Casey et al., 

2020; Takamura et al., 2018; Yao et al., 2020).  

O sêmen é o único dentre os fluidos biológicos que possui níveis elevados de frutose 

(acima de 1000 mg L-1), um monossacarídeo crucial para assegurar a viabilidade, função e 

mortandade do esperma, sendo o principal carboidrato encontrado no plasma seminal 

(Johnson et al., 2020; Shemshaki et al., 2021; Toragall et al., 2019). No âmbito forense, este 

marcador tem sido utilizado para detecção de sêmen empregando técnicas espectroscópicas 

como, espectroscopia de refletância total atenuada no infravermelho com transformada de 

Fourier (ATR-FTIR) (Wei et al., 2021; Zha et al., 2020) e espectroscopia Raman (Das et al., 

2021). Casey et al. (2020), identificou frutose e outros componentes no sêmen, devido à 

presença de picos característicos por espectroscopia Raman combinada à análise estatística, 

evidenciando a viabilidade da detecção do sêmen por esse marcador e possibilitando sua 

utilização em análises forenses.  

As primeiras horas de uma investigação criminal são cruciais para que se obtenham 

informações sobre a identidade de possíveis suspeitos e fatos relevantes na cena do crime 

(Bazyar, 2023; Vyas et al., 2020). As investigações no local do crime e aplicações de testes 

preditivos/confirmatórios in loco podem melhorar a eficácia do processo, evitando atrasos 

associados ao envio de evidências para análise em laboratórios. À vista disso, o uso de 

tecnologias empregando volumes reduzidos de amostra e reagentes, explorando estratégias 

em solução e dispositivos microfluídicos podem atender a esses requisitos, permitindo a 

análise in situ viabilizando o desenvolvimento de testes presuntivos para a triagem de 

amostras forenses (Araujo et al., 2018; Christodoulides et al., 2015; Harshey et al., 2023). 

Assim, spot tests são amplamente utilizados pela polícia científica, pois oferecem resultados 

rápidos a um custo significativamente menor, com possibilidade de tomada de decisão, 

geralmente para detecção de substâncias ilícitas. Nesse sentido, Philp et al. (2016) 
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desenvolveram um teste presuntivo empregando reações colorimétricas em placa de toque, 

para detecção de substâncias psicoativas em materiais apreendidos. 

Dentre os sistemas microfluídicos de menor custo, estão os microfluidic paper-based 

analytical device (μPAD), excelente alternativa aos sensores convencionais fabricados com 

outros materiais. Os μPAD oferecem vantagens como facilidade de uso, portabilidade, baixo 

custo, menor consumo de reagentes e amostras, análises rápidas e são descartáveis, tornando-

os uma opção atraente para análise forense em campo (Agarwal; Csóka, 2019; Ameku et al., 

2019; Boobphahom et al., 2020; Nadar et al., 2021; Zhao; Berg, 2008). Diferentes técnicas 

de detecção podem ser usadas para obter informações quali- e quantitativas dos μPAD, sendo 

a detecção colorimétrica amplamente utilizada (Alizadeh et al, 2019; Kaewarsa et al., 2017; 

Musile et al., 2023; Wei et al., 2015). Aksorn and Teepoo (2020) utilizaram µPAD para 

detecção enzimática colorimétrica de sacarose, frutose e glicose visando monitorar a 

qualidade de produtos na indústria açucareira. Contudo, o uso de reações enzimáticas é um 

fator limitante devido ao custo de obtenção e estabilidade das enzimas. Cromartie et al. 

(2019), por sua vez utilizaram µPAD para sorologia forense de fluidos biológicos (sangue, 

saliva, sêmen e urina). Desta forma, este trabalho visa o desenvolvimento e validação de um 

teste presuntivo para sêmen usando frutose como marcador químico em ensaios em solução 

e µPAD, assim, contribuindo para a elucidação de casos de crimes sexuais, com maior 

rapidez e confiabilidade, ao possibilitar análises diretas na cena do crime. 

 

2 EXPERIMENTAL 

2.1 Reagentes e preparo das soluções 

 Todos os reagentes utilizados possuem pureza analítica, dispensando etapas adicionais 

de purificação. A frutose, o 3-metil-2-benzotiazolina hidrazona (MBTH), ácido clorídrico 

(HCl) e o cloreto férrico (FeCl3) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (USA). Enquanto 

periodato de potássio (KIO4), sulfato ferroso (FeSO4), a polivinilpirrolidona (PVP), 

molibdato de sódio (NaMoO4), glicina, glicose e inositol foram obtidos na Dinâmica (Brasil) 

e Vetec (Brasil). A solução estoque de frutose (1000 mg L⁻¹) foi preparada dissolvendo o 

açúcar diretamente em água ultrapura (condutividade < 0,1 µS cm-1), proveniente do 

purificador Master System MS2000 (Gehaka, Brasil). As soluções estoques do MBTH 18 
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mM e FeCl3 20 mM, foram preparadas em HCl 0,1 M, enquanto, a solução de FeSO4 em água 

ultrapura. A solução estoque de KIO4 e NaMoO4 foram preparadas em tampão glicina 10 mM 

(pH 3,0), cuja solução foi preparada dissolvendo 75 mg do sólido em 100 mL de água 

ultrapura. Por fim, todas as soluções foram posteriormente diluídas para a concentração final 

desejada em tampão. 

 

2.2 Preparação dos µPAD 

Os µPADs foram fabricados em parceria com o Prof. Dr. Wendell Karlos Tomazelli 

Coltro, da Universidade Federal de Goiás, pela técnica de impressão em cera em papel 

cromatográfico, utilizando a impressora ColorQube 8570 (Xerox Corporation, Rochester, 

NY, EUA) (Nogueira et al., 2019). Posteriormente, os µPADs foram aquecidos na estufa a 

150 ºC por 60 s para garantir que a cera incorporasse na fibra de celulose, possibilitando a 

formação de barreiras hidrofóbicas para manipular o fluxo do fluido (Fig. 3) (Carrilho et al., 

2009; Malekghasemi; Kahveci; Duman, 2016). Na etapa de otimização diversos parâmetros 

físico-químicos foram avaliados buscando obter melhor sensibilidade (tempo de reação, 

ordem, volume e concentração dos reagentes). 

Figura 3. Esquema representativo da confecção dos dispositivos utilizando impressão em cera. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

2.3 Procedimentos 

2.3.1 Ensaios colorimétricos em solução  

 Para obtenção dos espectros de absorção utilizou-se um espectrofotômetro de 

varredura com feixe duplo Micronal (modelo AJX-6100PC, Brazil) equipado com cubetas de 

quartzo de 10 mm de caminho óptico. Nas análises em solução empregando detecção 
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espectrofotométrica, adicionou-se em um eppendorf quantidades crescentes de frutose (2,5 – 

12,5 mg L-1), 50 µL de KIO4 a 4 mM e aguardou-se 15 min para oxidação do açúcar e geração 

dos compostos carbonílicos. Em seguida, se adicionou 125 µL de MBTH (18 mM) e 100 µL 

de FeCl3 (20 mM), nesta ordem, completando o volume com o tampão glicina (para 1,0 mL) 

e aguardou-se 30 min para realizar as medidas (450 - 750 nm).  

 Adicionalmente, os testes em solução também foram realizados em uma placa de 

toque de porcelana com 12 cavidades, utilizando 2 µL das amostras reais (sem diluição), 5 

µL de KIO4
 a 4 mM, 12,5 µL de MBTH 18 mM e 10 µL de FeCl3 20 mM, adição de tampão 

glicina (72,5 µL), perfazendo um volume final de 100 µL. 

2.3.2 Detecção de frutose utilizando µPADs 

 Para a geração dos compostos carbonílicos nos ensaios em papel, a oxidação da frutose 

foi realizada adicionando quantidades crescentes (1 – 10 μL) do açúcar (250 mg L-1) e 5 µL 

de KIO4 (20 mM) em um eppendorf, aguardando 15 min de reação. Em seguida, adicionou-

se 5 µL de FeSO4 10 mM, para o Fe(II) reagir com o periodato em excesso, evitando a 

oxidação da celulose do papel. Na condição otimizada empregou-se a seguinte ordem de 

aplicação no µPAD: NaMoO4 (60 mM), produto da oxidação da frutose, MBTH (18 mM) e 

FeCl3 (20 mM), aplicando 2 μL de cada solução na superfície do papel, com intervalos de 7 

min entre as adições (para secagem das soluções), totalizando cerca de 26 min (Fig. 4).   

A mudança de coloração nas zonas de detecção foi observada visualmente e as 

imagens registradas por scanner Epson (perfection v19, 4800 dpi), as quais foram utilizadas 

para obter resposta analítica quantitativa do sistema. A intensidade de cor (IC) foi mensurada 

empregando o software Corel Photo-Paint® (CorelDRAW, Graphics Suite), a partir do 

sistema de cor subtrativo CMYK (Ciano, Magenta, Amarelo e Preto). Posteriormente, as 

curvas analíticas foram construídas com no mínimo cinco pontos para a análise, permitindo 

a obtenção de diferentes parâmetros estatísticos. 
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Figura 4. Esquema ilustrativo da reação de formação do cromóforo azul. Etapa 1. geração do 

composto carbonílico em solução, Etapa 2. adição dos reagentes e amostra na zona reacional do 

μPAD. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

2.3.3 Avaliação de possíveis interferentes 

 Inicialmente, se avaliou o efeito da glicose (açúcar) e do inositol (composto 

polihidoxilado), compostos presentes no sêmen, nas condições otimizadas, para avaliar se 

estes compostos poderiam apresentar padrão de reação similar ao da frutose. Além disto, 

amostras de sêmen sintético foram produzidas seguindo metodologia descrita por Owen e 

Katz (2005), na qual, para 10 mL de solução tampão fosfato (10 mM, pH = 8,2), foram 

adicionados: citrato de sódio (81,3 mg), cloreto de potássio (9,1 mg), hidróxido de potássio 

(8,8 mg), frutose (27,2 mg), glicose (10,2 mg), ácido lático (6,2 mg), ureia (4,5 mg), albumina 

de soro bovino (504 mg), cloreto de cálcio (10,1 mg), cloreto de magnésio (9,2 mg), cloreto 

de zinco (3,4 mg) e 200 L de metilcelulose a 2% (m/v).  

 

2.3.4 Testes em amostras reais 

O método desenvolvido foi aplicado em amostras de sêmen e de outros fluidos 

biológicos obtidas a partir de voluntários, com idade a partir de 18 anos, em conformidade 

com as diretrizes do Comitê de Ética da UFAL (57998116.8.0000.5013). As amostras foram 

armazenadas em tubos falcon e condicionadas em freezer a -18ºC. A seletividade do método 
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(solução e PAD) foi avaliada frente a diferentes fluidos biológicos e amostras que podem 

estar presentes em cenas de crimes sexuais, incluindo, fluido vaginal, sangue menstrual, 

sangue masculino e feminino, urina masculina e feminina, saliva masculina e feminina, e 

amostras de alimentos (leite, suco de laranja, clara de ovo, suco de abacaxi e molho de 

tomate). Para investigar a influência de fatores externos e o efeito do tempo, 30 µL de sêmen 

foram aplicados em diferentes tecidos (algodão, seda, microfibra, poliéster e tricoline) e 

superfícies (estofado de cadeira, cerâmica, plástico e madeira), permanecendo expostos ao 

ambiente por períodos variando de 1 a 90 dias (3 meses), dependendo do material. Para os 

testes em tecido, uma pequena porção do tecido (0,5 cm × 0,5 cm) foi extraída diretamente 

em 50 L de tampão glicina 10 mM (pH 3,0), adicionando em seguida 25 L do oxidante 

[FeCl3], aguardando-se 15 minutos antes da adição de 25 L do Fe(II). Após esse período, 

uma alíquota de 2 L foi utilizada para a análise no PAD. Para a avaliação em superfícies, 

um swab previamente imerso no tampão foi utilizado para coletar a amostra. Em seguida, foi 

adicionado o oxidante aguardou-se 15 minutos e, posteriormente, adicionou-se o Fe(II). Após 

esse processo, uma alíquota de 2 L foi retirada para análise. 

 

2.3.5 Tratamento estatístico e figuras de mérito  

Todas as análises foram realizadas em triplicata (n = 3) e os resultados são 

apresentados como média ± desvio padrão (DP). A sensibilidade analítica, definida pela 

inclinação da curva analítica (slope) obtida por regressão linear, foi adotada como o principal 

critério de avaliação. As curvas analíticas foram construídas com um mínimo de cinco pontos 

(n ≥ 5) de acordo com a equação: Y = S×CFr + b, onde Y representa a absorbância ou a 

intensidade de cor, CFr a concentração de frutose, S o slope e b o intercept. O coeficiente de 

correlação linear (r) para a curva analítica foi calculado para avaliar o alinhamento dos pontos 

com o perfil linear. Para comparações de diferentes sistemas empregou-se a análise de 

variância (ANOVA) para um nível de confiança de 95% (α = 0,05). Os valores do limite de 

detecção (LOD, 3) e desvio padrão relativo (RSD) intradiário (n = 10) e interdiário (n = 10) 

e percentual de recuperação foram calculados mediante equações descritas na literatura (Patel 

et al., 2021). As curvas analíticas utilizadas nessa etapa foram analisadas com n ≥ 8. O 
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tratamento estatístico dos dados foi realizado utilizando o software OriginLab 2018 

(Northampton, EUA). 

Para avaliar o desempenho dos ensaios qualitativos, alguns parâmetros estatísticos 

(sensibilidade, especificidade, eficiência, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, 

razão de falsos-positivos, razão de falsos negativos e F1-score) foram calculados baseando-

se nas seguintes equações (Romijnders et al., 2021; Liang et al., 2024). Os dados para essa 

avaliação foram coletados por meio de formulários eletrônicos (Anexo 1):  

Sensibilidade (SE), %= (
Vp

Vp+ Fn

)×100 
Equação (1) 

Especificidade, %= (
Vn

Vn+ Fp

)×100 
Equação (2) 

Eficiência, %= (
Vp+Vn

Vp + V
n
+ Fp+ Fn

)×100 
Equação (3) 

Valor preditivo positivo (precisão, PR), %= (
Vp

Vp+ Fp

)×100 
Equação (4) 

Valor preditivo negativo, %= (
Vn

Vn+ Fn

)×100 
Equação (5) 

Razão de falso-positivo, %= (
Fp

Vn+ Fp

)×100 
Equação (6) 

Razão de falso-negativo, %= (
Fn

Vp+ Fn

)×100 
Equação (7) 

F1-score, %= (
2 × SE × PR

SE + PR
) 

Equação (8) 

Onde, Vp é número de amostras verdadeiramente positivas; Fn é número de falsos-

negativos; Vn é número de amostras verdadeiramente negativas; e Fp é o número de falsos-

positivos. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As reações colorimétricas para detecção direta de frutose, em geral, usam condições 

químicas mais extremas, envolvendo aquecimento e reagentes concentrados (Hu et al., 2016; 

Roe, 1934). A reação colorimétrica empregada para desenvolvimento da metodologia 



42 
 

proposta ocorre por meio da oxidação da frutose (açúcar redutor) pelo KIO4 e consequente 

geração dos compostos carbonílicos, os quais, reagem via acoplamento oxidativo com o 

MBTH, na presença de íons Fe(III) (oxidante) em meio ácido, levando a formação de uma 

azina (intermediário), convertido a um cromóforo de cor azul (Fig. 5). O cromóforo formado 

pode ser determinado tanto em solução quanto no µPAD, permitindo avaliar a variação da 

resposta colorimétrica por meio de ambas estratégias analíticas (Ashour et al., 2011; Granja 

et al., 2018; Khateeb et al., 2016; Puzanowska-Tarasiewicz, et al., 2005).   

Figura 5. Representação de formação do cromóforo azul formado após o acoplamento oxidativo dos 

compostos carbonílicos gerados com MBTH/Fe(III). A. Reação da frutose com o KIO4 formando 

compostos carbonílicos. B.  Reação dos compostos carbonílicos com o MBTH gerando um cromóforo 

de coloração azul. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

3.1 Otimização das condições experimentais para os ensaios em solução e no µPADs 

Incialmente, para estabelecer a faixa linear e tempo de reação, foram avaliadas 

diferentes concentrações de frutose. As medidas espectrofotométricas foram realizadas no 

comprimento de onda de máxima absorção do cromóforo (max = 625 nm), após 30 min de 

reação (Fig. 6). Assim, foi possível estabelecer um intervalo de concentração de frutose com 

resposta linear ao sinal analítico usado (absorvância). 
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Figura 6. Avaliação inicial da formação do cromóforo em solução a partir da oxidação da frutose e 

reação com MBTH/Fe(III) em meio ácido. A. Espectros de absorção molecular em função da variação 

de frutose (0 – 12,5 mg L-1) e B. Linearização da curva analítica e obtenção dos parâmetros de 

regressão linear com a respectiva incerteza para o modelo. Condições reacionais: [KIO4] = 0,2 mM, 

[MBTH] = 2,25 mM e [FeCl3] = 2,0 mM a 25ºC. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Os testes foram realizados em meio ácido, pois nestas condições prevalece a forma 

cíclica dos açúcares redutores (menos reativa), diferentemente do meio básico, que favorece 

a forma acíclica (mais reativa) (Peterson et al., 2008; Steinbach et al., 2017). Nesse contexto, 

quando glicose e frutose estão em concentrações semelhantes, a oxidação com KIO4 ocorre 

preferencialmente com a frutose, pois sendo uma pentose, é mais reativa que a glicose 

(hexose) em meio ácido (Guo et al., 2021), tornando o método mais seletivo.  

Desta forma, foram testados diferentes sistemas oxidantes (em solução e papel) para 

geração dos compostos carbonílicos a partir da oxidação da frutose (KIO4, KMnO4 e H2O2) 

(Andrabi et al., 2007; Rafia et al., 2012; Hansen et al., 2020; Li et al., 2016), contudo, houve 

geração de subprodutos coloridos, não houve variação expressiva de cor entre o branco 

analítico e os sistemas com concentrações crescentes de frutose, portanto, os melhores 

resultados obtidos foram com o uso do KIO4. No sistema envolvendo o PAD, tentou-se a 

oxidação da frutose diretamente no dispositivo, cuja composição é a celulose (polissacarídeo 

formado por monômeros de glicose). Desta forma, o KIO4 também oxidou a celulose, 
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gerando compostos carbonílicos, assim, resultando em elevados valores do branco analítico 

e baixa capacidade de discriminação entre as diferentes concentrações de frutose (Fig. 7). O 

uso de KIO4 tem sido documentado na literatura quando se deseja promover mudanças na 

superfície do papel, mediante oxidação seguida de funcionalização envolvendo diferentes 

compostos (Kaur et al., 2022; Varma; Kulkarni, 2002; Vasconcelos et al., 2020).  

Figura 7. Curva analítica relativa à intensidade de cor em função da concentração de frutose (0 – 250 

mg L-1) empregando µPAD (n = 3). Condições: [KIO4] = 5 mM, [MBTH] = 18 mM, [FeCl3] = 20 

mM a 25°C. Canal de cor utilizado = CMYK. A figura dentro do gráfico representa as zonas do µPAD 

onde ocorreu a reação colorimétrica. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 
Para evitar a oxidação da celulose na superfície do PAD optou-se por realizar a 

oxidação da frutose em solução (não diretamente no papel). Contudo, para eliminar o excesso 

de KIO4 no meio reacional (reação 1), foi adicionado ao PAD solução de molibdato de 

sódio, minimizando a oxidação da celulose no papel (Santos et al., 2022).  

6MoO4
2– + IO4

– + 8H+ → [I(MoO4)6]
5– + 4H2O (reação 1) 

Assim, diferentes proporções foram avaliadas entre o molibdato e o periodato 

(MoO4
2- : IO4

-) = 3:1, 6:1, 12:1 e 24:1, salientado que a estequiometria da reação MoO4
2- e 
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IO4
- é 6:1 (reação 1). Quando o Na2MoO4 foi adicionado diretamente no PAD foram obtidas 

condições com maior sensibilidade e menor valor do branco na concentração de 60 mM (Fig. 

8A, B), enquanto concentrações superiores não apresentaram comportamento linear. 

Contudo, quando se usou o Na2MoO4 no meio aquoso após a oxidação da frutose pelo KIO4, 

não se obteve variação apreciável do sinal analítico com aumento da concentração do açúcar 

(Fig. 8C). Portanto, a condição selecionada foi a oxidação da frutose em solução pelo KIO4, 

seguida de aplicação prévia do Na2MoO4 na superfície do PAD a 60 mM. 

Figura 8. Avaliação da influência da concentração de molibdato de sódio [3:1 (15 mM), 6:1 (30 mM), 

12:1(60 mM) e 24:1 (120 mM)]. A. Curva analítica em função da intensidade de cor em diferentes 

concentrações de molibdato de sódio. B. zonas de reação colorimétrica do µPAD. C. Avaliação da 

influência de adição do molibdato de sódio em solução. Condições: concentração de frutose (0 – 250 

mg L-1) empregando µPAD (n = 3), [KIO4] = 5 mM, [MBTH] = 18 mM, [FeCl3] = 20 mM a 25 °C. 

Canal de cor utilizado = Ciano. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Mesmo com o uso do Na2MoO4 ainda existia uma variação do branco analítico, 

indicando algum grau de oxidação do papel. Desta forma, para aumentar a sensibilidade e 

melhorar a diferença visual entre o branco e os outros níveis de concentração de frutose, após 

a oxidação do açúcar em solução (no eppendorf), foi adicionada uma alíquota de Fe(II). Esta 

estratégia visava reduzir a concentração em excesso do KIO4 (para melhorar o efeito do 

Na2MoO4, na superfície do papel), contudo, sem que houvesse excesso do redutor. Além 

disto, o produto da oxidação do Fe(II) gera Fe(III), o qual constitui o oxidante empregado na 

reação de acoplamento oxidativo (Huang et al., 2021; Sarhan; Bolm, 2009). Assim, a 
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concentração de Fe(II) foi avaliada com 1,25 e 2,5 mM (Fig. 9), sendo os melhores resultados 

obtidos com a maior concentração de íons ferro no meio.  

Figura 9. Avaliação da adição de Fe(II) em diferentes concentrações empregando µPAD (n = 5). 

Condições: concentração de frutose (0 – 200 mg L-1), [Na2MoO4] = 60 mM, [KIO4] = 5mM, [MBTH] 

= 18 mM, [FeCl3] = 20 mM a 25 °C. Canal de cor utilizado = Ciano. A figura dentro do gráfico 

representa as zonas do µPAD onde ocorreu a reação colorimétrica. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Desta forma, para oxidação prévia da frutose se empregou FeSO4 a 2,5 mM, pois 

nestas condições se obteve melhor performance analítica. Por fim, para aplicação em solução 

não é necessário adicionar Na2MoO4 e FeSO4, uma vez que a única fonte passível de 

oxidação é a frutose (Fig. 10).  
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Figura 10. Influência do molibdato e ferro na formação do cromóforo. A. Curva em solução, 

condições: concentração de frutose (0 – 12 mg L-1), [KIO4] = 0,2 mM, [MBTH] = 2,25 mM e [FeCl3] 

= 2,0 mM. B. Curva no µPAD (n = 5). Concentração de frutose (0 – 200 mg L-1) empregando, com 

adição de Fe(II) ao sistema, [Na2MoO4] = 60 mM, [KIO4] = 5mM, [MBTH] = 18 mM, [FeCl3] = 20 

mM a 25 °C. Canal de cor utilizado = Ciano. A figura ao lado do gráfico B representa as zonas do 

µPAD onde ocorreu a reação colorimétrica. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Uma vez que, a reação de complexação entre o molibdato e o periodato ocorre em 

meio ácido (Ensafi; Chamjangali, 2003), diferentes sistemas foram avaliados (Tabela 3), 

sendo que o tampão glicina 10 mM (pH 3,0) apresentou maior sensibilidade e menor branco 

analítico, melhorando a detectabilidade do método. Esse resultado pode estar relacionado a 

um possível acoplamento da glicina com espécies presentes no meio, uma vez que, derivados 

deste aminoácido participam de reações de acoplamento cruzado catalisadas por Fe(III) (Liu, 

et al., 2012).  
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Tabela 3. Avaliação de condições reacionais para oxidação da frutose em meio ácido (n = 3). 

Condições reacionais: [Na2MoO4] = 0,2 mM, [KIO4] = 0,2 mM, [MBTH] = 2,25 mM, [FeCl3] = 2,0 

mM a 25 °C. Teste aplicado: ANOVA One Way, nível de confiança de 95%. 

Condições do meio 

1A = a×CFR + b 

a  

(coeficiente angular) 

b  

(intercepto) 
r 

HCl 0,01 M 

(pH 2,0) 

Sem Na2MoO4 0,0147 ± 0,0012a 0,0575 ± 0,0123a’ 0,9842 

Com Na2MoO4 0,0195 ± 0,0010 b 0,0343 ± 0,0081a’ 0,9943 

Tampão acetato 0,01 M 

(pH = 3,5) 

Sem Na2MoO4 0,0232 ± 0,0019 c 0,1208 ± 0,0200b’ 0,9833 

Com Na2MoO4 0,0211 ± 0,0015 c 0,1136 ± 0,0160b’ 0,9897 

Tampão fosfato 0,01 M 

(pH 3,0) 

Sem Na2MoO4 0,0194 ± 0,0010 c 0,0459 ± 0,0100a’ 0,9939 

Com Na2MoO4 0,0209 ± 0,0070 c 0,1965 ± 0,0586c’ 0,8658 

Tampão glicina 0,01 M 

(pH 3,0) 

Sem Na2MoO4 0,0240 ± 0,0035 c 0,0840 ± 0,0390b’ 0,9596 

Com Na2MoO4 0,0438 ± 0,0021d 0,0028 ± 0,0166d’ 0,9952 

1A = Absorvância // CFR = concentração de frutose (mg L-1). 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Desta forma, optou-se por utilizar tampão glicina nos ensaios em solução e no µPAD, 

levando a melhoria na resolução das cores, aumentando a sensibilidade e reprodutibilidade. 

A concentração do tampão glicina foi avaliada (Fig. 11), e observou-se que, o aumento da 

concentração da solução tampão tinha relação diretamente proporcional ao valor do branco 

analítico.  
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Figura 11. Influência da concentração do tampão glicina (pH = 3,0) na reação colorimétrica. 

Condições: concentração de frutose (0 – 5 mg L-1), [KIO4] = 0,2 mM, [MBTH] = 2,25 mM e [FeCl3] 

= 2,0 mM. Teste aplicado: ANOVA One Way, nível de confiança de 95%. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Assim, a menor concentração do tampão (10 mM) foi selecionada para as etapas 

posteriores de otimização. Nos ensaios no μPAD, a concentração de HCl no preparo das 

soluções de MBTH e Fe(III) foi avaliada de 50 a 300 mM (Fig. 12), sendo 100 mM a condição 

de melhor sensibilidade, pois acima deste valor houve redução da sensibilidade 

possivelmente devido ao aumento da força iônica e à formação de clorocomplexos de ferro.   

Figura 12. Efeito da variação da concentração do ácido. A. Sensibilidade e B. Sinal do branco em 

função da concentração de HCl. Condições: concentração de frutose (0 – 200 mg L-1) empregando 

µPAD (n = 3) a 25 °C. Canal de cor utilizado = Ciano. Teste aplicado: ANOVA One Way, nível de 

confiança de 95%. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Por fim, as concentrações de MBTH e Fe(III) em solução (Fig. 13) e no μPAD (Fig. 

14) foram avaliadas. Os melhores resultados foram obtidos com 2,25 mM de MBTH e 2,0 

mM de FeCl3 em solução, e 18 mM de MBTH e 20 mM de FeCl3 no μPAD.  

Figura 13. Influência da concentração do reagente colorimétrico (MBTH) e do Fe(III) na 

sensibilidade e no sinal do branco em solução. A. Sensibilidade e B. branco em função da variação 

da concentração de MBTH; C. Sensibilidade e D. branco em função da variação da concentração de 

Fe(III). Condições: Concentração frutose: (0 – 5 mg L-1), [Na2MoO4] = 0,2 mM, [KIO4] = 0,2 mM, 

[MBTH] = 2,25 mM, [FeCl3] = 2,0 mM a 25 °C. Teste aplicado: ANOVA One Way, nível de 

confiança de 95%. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

Figura 14. Influência da concentração do reagente colorimétrico (MBTH) e do Fe(III) na 

sensibilidade e no sinal do branco no μPAD. A. Sensibilidade e B. branco em função da variação da 

concentração de MBTH; C. Sensibilidade e D branco em função da variação da concentração de 

Fe(III). Condições: Concentração frutose: (0 – 200 mg L-1) empregando µPAD (n = 5), [Na2MoO4] = 

60 mM, [KIO4] = 5 mM, [Fe(II)] = 2,5 mM a 25 °C. Canal de cor utilizado = Ciano. Teste aplicado: 

ANOVA One Way, nível de confiança de 95%. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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A seleção das condições ótimas considerou a sensibilidade analítica, valor do branco 

e a diferença visual entre os níveis de concentração e o branco, aspecto essencial para a 

aplicação do teste em campo e ensaios qualitativos. 

3.2 Detecção colorimétrica de frutose empregando μPAD 

3.2.1 Avaliação dos canais de cor 

O desenvolvimento de cor no dispositivo em papel devido a reações químicas pode 

ser avaliado qualitativamente (olho nu) e quantitativamente por meio de imagens. A obtenção 

de valor numérico decorrente da imagem, associado a uma escala, utiliza um determinado 

sistema de cor (Phuangsaijai et al., 2021). Desta forma, sistemas de cores como o RGB 

(vermelho, verde e azul) e o CMYK (ciano, magenta, amarelo, preto), são utilizados. Neste 

estudo o sistema subtrativo CMYK foi selecionado devido à sua relação direta e não aditiva 

(Kim et al., 2022). Assim, o canal ciano (cor gerada para detecção de frutose) apresentou 

maior contribuição, devido à proximidade com a cor da amostra (Fig. 15).  

Figura 15. Sensibilidade das curvas em função das cores do sistema subtrativo CMYK, contribuição 

dos canais ciano, magenta e amarelo. Condições: concentração de frutose (0 – 200 mg L-1) 

empregando µPAD (n = 3), [Na2MoO4] = 60 mM, [KIO4] = 5 mM, [MBTH] = 18 mM, [FeCl3] = 20 

mM a 25 °C. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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A coordenada K não foi representada, pois com o aumento da concentração de frutose 

permaneceu praticamente inalterada. Assim, o canal ciano foi selecionado para as análises 

subsequentes por apresentar maior sensibilidade frente aos demais canais. 

3.3 Avaliação de possíveis interferentes  

A influência de diferentes espécies foi avaliada, para investigar a seletividade do 

método, considerando que o sêmen é uma mistura complexa produzido por diferentes 

glândulas do sistema reprodutor humano (Gupta; Kumar, 2017). Diante disso, algumas das 

espécies presentes nesse fluído, são: glicose, inositol, citrato, zinco, cálcio, magnésio e 

albumina (Homonnai et al., 1978; Das et al., 2021). A glicose (açúcar redutor) e o inositol 

(composto polihidroxilado) foram avaliados separadamente (Fig. 16), sendo observado que 

ambos não influenciaram significativamente (α = 0,05) na quantificação de frutose. Para 

testar as demais espécies e outras possam estar presentes na amostra, foi preparado sêmen 

sintético seguindo protocolo de Owen e Katz (2005), sendo verificado que para os valores de 

sensibilidade em solução, houve uma diferença de 11% para a solução de sêmen sintético, a 

qual não inviabiliza a aplicação do método (Fig. 16A). No entanto, no μPAD não diferiram 

significativamente (Fig. 16B).  

Figura 16. Avaliação de espécies presentes no sêmen. A. em solução; B. No μPAD. Sistemas: 1. 

Frutose; 2. Frutose + Glicose (proporção 2,5:1); 3. Frutose e Inositol (proporção 2:1); 4. Sêmen 

sintético. Teste aplicado: ANOVA One Way, nível de confiança de 95%. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 



53 
 

3.4 Figuras de mérito e ensaios de recuperação  

Antes de utilizar uma metodologia desenvolvida é necessário validar rigorosamente 

o método pois as amostras biológicas estão sujeitas a degradação, contaminação, 

envelhecimento, entre outros fatores. A avaliação das principais figuras de mérito, constitui 

uma etapa crucial nesse processo, cujo intuito é garantir sua confiabilidade, reprodutibilidade 

e eficiência (Justino et al., 2010; Sikirzhytskaya et al., 2023).  Assim, para estabelecer a faixa 

linear e o ponto de saturação do sistema, foi construída uma curva analítica com 

concentrações de frutose variando de 0 a 15 mg L-1 (solução, Fig. 17A) e 0 a 300 mg L-1 

(μPAD, Fig. 17B).  

Figura 17. Determinação da faixa linear relativa à reação colorimétrica, medidas de absorbância 

(Abs.) e intensidade de cor (IC) em função da concentração de frutose. A. Curva analítica em solução, 

as figuras dentro do gráfico representam a curva de absorbância em função da variação de 

concentração da frutose até a saturação e os pontos da reação colorimétrica em solução B. Curva 

analítica no µPAD. A figura dentro do gráfico representa a curva da intensidade de cor em função da 

variação de concentração da frutose até a saturação e as zonas do µPAD relacionadas as concentrações 

de frutose na faixa linear. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

Em solução, para frutose, foi obtida resposta linear na faixa de 0,5 a 3 mg L-1 (Tabela 

4), conforme a equação A625 = 0,132(±0,002)×CFr + 0,050(±0,001), com coeficiente de 
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correlação r = 0,9993 (n = 7), empregando um modelo de regressão linear. O limite de 

detecção (LOD) foi de 0,64 mg L-1, enquanto o desvio padrão relativo (RSD) intradiário e 

interdiário (n = 10) foi de 0,11 e 0,32%, respectivamente. Adicionalmente, para método em 

solução avaliou-se o RSD em diferentes níveis de concentração da solução de referência, 

variando de 0,21% (1 mg L-1) a 0,65% (3 mg L-1). No μPAD, a faixa linear foi de 12,5 a 150 

mg L-1 (Tabela 4) correspondente à equação IC = 1,10 (±0,04)×CFr + 8,39(±2,55), 

apresentando r = 0,9966 (n = 8). O LOD foi de 6,25 mg L-1, e o RSD intradiário e interdiário 

(n = 10) variou de 2,73 a 3,81%.  As figuras de mérito do método desenvolvido (em solução 

ou no μPAD) atenderam à finalidade proposta, uma vez que o intervalo de concentração de 

frutose em amostras de sêmen, em média, varia de 1000 a 6300 mg L-1, assim, é possível 

diluir a amostra de 100 até 10000×, a depender da metodologia a ser usada, garantindo a 

confiabilidade analítica e uso de pequena quantidade de amostra (0,1 a 1,0 L).  

Tabela 4. Principais figuras de mérito do método proposto. 

Parâmetros Solução μPAD 
Curva analítica 0,132(±0,002)×CFr + 0,050(±0,001) 1,10 (±0,04)×CFr + 8,39(±2,55) 

Coeficiente de 

correlação linear (r) 
0,9993 0,9966 

Faixa linear (mg L-1) 0,5 – 3 12,5 – 150 

LOD (mg L-1) 0,64 6,25 

RSD intradiário (%) 0,11 2,73 

RSD interdiário (%) 0,32 3,81 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

A avaliação do efeito de matriz foi realizada a partir do percentual de recuperação de 

frutose em amostra de sêmen humano (Tabela 5), considerando como referencial de 

recuperações quantitativas valores entre 80 e 120% (Cazorla-Reyes et al., 2014; Xing et al., 

2022). As recuperações variaram entre 91 e 100% (solução, RSD  0,9%) e 99 a 102% 

(μPAD, RSD  2%), demonstrando que a detecção da frutose não sofre influência dos 

constituintes da amostra biológica, confirmando a exatidão do método para ambas as 

metodologias empregadas. 
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Tabela 5. Valores de recuperações com amostra de sêmen em solução (diluição: 6700×) e no μPAD (diluição: 

100×).  

Sistema Adicionado (mg L–1) Encontrado (mg L–1) Recuperado (%) RSD (%) 

Solução 

0 0,54 - 0,2 

0,50 1,04 100 0,9 

1,50 1,86 91 0,3 

2,50 2,96 97 0,4 

μPAD 

0 50,2 - 0,4 

25 74,6 99 0,5 

50 102,2 102 1,3 

100 152,2 101 2,0 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

A fim de avaliar o impacto ambiental das metodologias empregadas, a ferramenta 

métrica AGREE, que se baseia nos 12 princípios da Química Verde foi utilizada. Com o 

objetivo de avaliar de forma mais abrangente as metodologias, esta ferramenta associa os 

princípios a pontuações que variam de 0 a 1. Os critérios avaliados incluem: (1) tratamento 

da amostra, (2) quantidade de amostra, (3) análise direta, (4) integração dos processos, (5) 

automatização e miniaturização, (6) derivatização, (7) geração de resíduos, (8) frequência 

das determinações, (9) consumo energético, (10) origem dos reagentes, (11) toxicidade e (12) 

segurança do operador (Pena-Pereira et al., 2020; Shi et al., 2023). Os índices obtidos foram 

0,62 em solução (Fig. 18A) e 0,83 no μPAD (Fig. 18B), indicando que o μPAD é um 

procedimento mais sustentável, pois quanto mais próximo da unidade maior é o alinhamento 

da metodologia com a Química Verde.  

Figura 18. Avaliação AGREE das metodologias para a detecção de frutose. A. Em solução e B. No 

μPAD.  

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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3.5 Ensaios qualitativos com amostras reais 

Após a etapa de validação quantitativa a aplicabilidade do método foi avaliada frente 

a diferentes amostras passíveis de serem encontradas durante as investigações criminais 

(Harbison; Fleming, 2016; Virkler; Lednev, 2009). Assim, tanto em solução (Fig. 19) como 

no μPAD (Fig. 20) diferentes fluidos biológicos (fluido vaginal, sangue menstrual, sangue, 

saliva e urina) e adicionalmente, algumas amostras de alimentos foram investigadas. 

Visualmente a maioria dessas amostras não foram consideradas como potenciais falsos- 

positivos, exceto pelo fluido vaginal, urina masculina e clara de ovo (Fig. 19) que apresentam 

colocação levemente azulada, no entanto, em comparação com a amostra de sêmen, fica 

evidente a variação de intensidade (para mesma diluição).  Desta forma, se houver dúvida no 

ensaio, ainda pode-se diluir mais a amostra e comparar com um controle positivo, a fim de 

evitar erros na avaliação. 

 Figura 19. Estudo de diferentes amostras biológicas e alimentícias em solução (amostra:solução = 

1:300). Amostras: (B) branco analítico; (1) sêmen; (2) fluido vaginal; (3) sangue menstrual; (4) sangue 

♂; (5) sangue ♀; (6) urina ♂; (7) urina ♀; (8) saliva ♂; (9) saliva ♀; (10) leite; (11) suco de abacaxi; 

(12) clara de ovo; (13) suco de laranja; (14) molho de tomate. Condições: [KIO4] = 0,2 mM, [MBTH] = 

2,25 mM e [FeCl3] = 2,0 mM a 25 °C. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

   Uma vez realizada a análise das amostras de fluidos biológicos e alimentos em 

solução, também foram avaliados no PAD (Fig. 20A, B), onde pôde-se observar que a 

amostra que apresentou coloração similar ao sêmen foi o sangue, devido à maior 

concentração de glicose e aldeídos oriundos de processos oxidativos (Krebs, 1950; Wei et 

al., 2019). Para o fluido vaginal os resultados no μPAD e em solução foram similares, com 

uma menor intensidade de cor, a qual pode ser ajustada com processo de diluição. Os 

alimentos (sucos de frutas, leite, clara de ovo e molho de tomate), de forma geral, 

apresentaram valores altos, o que era esperado, pois são fontes de frutose, com exceção do 
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leite e da clara do ovo, os quais, contém elevadas concentrações de lactose e albumina, 

respectivamente (Hallfrisch, 1990).  

Figura 20. Avaliação das amostras biológicas e alimentícias no µPAD. A. Avaliação qualitativa e 

B. Dados quantitativos das amostras. Condições: [Na2MoO4] = 60 mM, [KIO4] = 5 mM, [Fe(II)] = 

2,5 mM [MBTH] = 18 mM, [FeCl3] = 20 mM a 25 °C. Canal de cor utilizado = Ciano. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

   

Em um ensaio para simular uma condição de possível cena de crime, um pequeno 

volume da amostra (30 L) foi depositado sobre os tecidos (Fig. 21A), sendo realizada a 

análise 24 e 48 h após a deposição da amostra. Assim, uma pequena porção do tecido (0,5 

cm × 0,5 cm) foi extraída e incubada diretamente em solução tampão glicina, tendo sido 

posteriormente utilizada na análise no PAD. Desta forma, se observou visualmente 

intensidade de cor similar no dispositivo para todas as amostras de tecidos avaliados 

(algodão, seda, microfibra, poliéster e tricoline). Uma análise em um maior intervalo de 

tempo (3 meses) foi realizada após deposição da amostra de sêmen no tecido (seda) exposta 

às condições ambientais não controladas (ausência de proteção contra luminosidade ou 

umidade, sem controle da temperatura) (Fig. 21B). Portanto, os resultados indicaram que o 

ensaio usando o PAD detectou a frutose independentemente o tipo de tecido e do tempo de 

exposição.  

Adicionalmente, ensaios para detecção de sêmen depositado em diferentes superfícies 

(estofado de cadeira, cerâmica, plástico, madeira) foram realizados (Fig. 21C). A amostra foi 

depositada na superfície e analisada após 24 h de exposição. Os resultados obtidos (solução 

e µPAD) indicaram que a metodologia é passível de ser usada de forma eficiente no local do 

crime, com a utilização da placa de toque ou µPAD para análises qualitativas usando pequena 

quantidade de amostra.  
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Figura 21. Avaliação temporal da amostra em diferentes tecidos e superfícies. A. Amostra depositada 

nos tecidos e analisada no µPAD após 24 e 48 horas sob condições ambientais. B. Amostra depositada 

no tecido seda avaliada após 3 meses mantida em condições ambiente. C. Amostra depositada em 

diferentes superfícies e avaliada no µPAD após 24 h. Condições: [Na2MoO4] = 60 mM, [KIO4] = 5 

mM, [Fe(II)] = 2,5 mM [MBTH] = 18 mM, [FeCl3] = 20 mM a 22 a 27 °C. Canal de cor utilizado = 

Ciano. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

3.6 Validação estatística dos métodos para aplicações qualitativas 

 Durante a validação de um método qualitativo, é essencial avaliar a capacidade de 

diferenciar o branco analítico das amostras em menor nível de concentração, confirmando 

que o método é sensível o suficiente para identificar o marcador sem produzir falsos 
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negativos (Taleuzzaman, 2018). Para tanto, diferentes amostras não contendo frutose 

(branco) e com concentrações iguais a 6,25 mg L-1 (LOD, para o  PAD) foram analisadas 

por 10 avaliadores independentes, com o objetivo de verificar a capacidade de discriminação 

do método entre o branco e o nível de concentração referente ao LOD. Os resultados 

mostraram que o percentual médio de acertos foi de 94% (Fig. 22), indicando que o método 

possui boa capacidade de diferenciação entre o branco e amostras contendo frutose.  

Figura 22. Avaliação qualitativa da diferença entre o branco analítico e o LOD. As zonas 2, 3 e 9 

representam o branco, enquanto as zonas 1,4,5,6,7,8 e 10 correspondem ao LOD. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 Para validação qualitativa das metodologias (Fig. 23) as amostras biológicas foram 

avaliadas na placa de toque (Fig.23A) e no μPAD (Fig. 23B) por diferentes indivíduos (n ≥ 

60) empregando formulários eletrônicos.  
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Figura 23. Fotos utilizadas na avaliação presuntiva com diferentes amostras reais. Referência 

negativa (branco), Referência positiva (Frutose). A. Placa de toque. (1) Urina ♀; (2) Sangue ♀; (3) 

Fluido vaginal; (4) Saliva ♂; (5) Sangue ♂; (6) Urina ♂; (7) Sêmen; (8) Sangue menstrual; (9) Saliva 

♂; (10) Saliva ♀; (11) Urina ♂; (12) Urina ♀; (13) Saliva ♀; (14) Fluido vaginal; (15) Sêmen; (16) 

Sangue ♀; (17) Sangue menstrual; (18) Urina ♂; (19) Sêmen; (20) Sangue ♂. B. μPAD. (1) Fluido 

vaginal; (2) Sangue menstrual; (3) Sêmen; (4) Urina ♀; (5)Sangue ♂; (6) Saliva ♂; (7) Sêmen; (8) 

Urina ♂; (9) Sangue ♂; (10) Sêmen; (11) Saliva ♀; (12) Fluído vaginal; (13) Sêmen; (14) Urina ♂; 

(15) Urina ♀; (16) Sangue ♀; (17) Sangue menstrual; (18) Saliva ♂; (19) Sêmen; (20) Saliva ♀.

    

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

  Os testes qualitativos apresentaram alta sensibilidade, especificidade e eficiência ( 

86%), com melhor desempenho para aplicação em solução usando a placa de toque (Tabela 

6), evidenciando a confiabilidade das metodologias desenvolvidas. A sensibilidade e a 

especificidade de um teste qualitativo são inversamente relacionadas, maior sensibilidade 

indica uma melhor capacidade de reconhecimento de um padrão classificação para amostras 

positivas, enquanto o valor de F1-score reflete o percentual de avaliações incorretas, 

considerando os falsos-positivos. Em testes presuntivos para detecção de sêmen, o ideal é 

maximizar a sensibilidade para minimizar falsos-negativos, visto que, por se tratar de testes 

presuntivos e não confirmatórios, falsos-positivos não comprometem o resultado final 

(Baechtel et al., 1987; Liang et al., 2024). Adicionalmente, os valores preditivos negativos 

foram superiores a 99%, enquanto os valores preditivos positivos apresentaram um 
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desempenho satisfatório para amostras reais considerando a comparação com trabalhos da 

literatura (Huang et al., 2014; Monaghan et al., 2021). Este resultado teve influência direta 

na classificação das amostras de fluido vaginal e sangue, as quais foram consideradas 

positivas por alguns indivíduos.  

 
Tabela 6. Parâmetros de desempenho da avaliação qualitativa dos métodos analíticos (em solução e 

no μPAD) por voluntários.  

Parâmetro 
Sistema 

Solução (placa de toque, n = 63) μPAD (n = 60) 

Sensibilidade (%) 100 98 

Especificidade (%) 90 86 

Eficiência (%) 92 88 

Valor preditivo positivo (%) 68 70 

Valor preditivo negativo (%) 100 99 

Razão de falsos-positivos (%) 10 14 

Razão de falsos-negativos (%) 0 2 

F1-score (%) 81 82 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

Portanto, pode-se considerar os métodos desenvolvido eficazes, reprodutíveis, e 

passíveis de aplicação como teste presuntivo para a detecção de frutose (marcador forense) 

visando aplicação em amostras reais relacionadas a crimes sexuais. 

 

4. CONCLUSÕES 

As metodologias desenvolvidas para a detecção quali- e quantitativa de frutose no 

sêmen foram sensíveis, especificas, reprodutíveis e apresentaram percentuais de recuperação 

acima de 90%. Desta forma, o teste presuntivo, em solução ou PAD, permitiu a detecção 

de sêmen em níveis vestigiais, possibilitando análise rápida e aplicação in loco. Estas 

metodologias podem contribuir em investigações criminais, além de viabilizar a 

miniaturização do sistema de análise e a redução do volume de amostra, logo, contribuindo 

com os princípios da Química Verde. 
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5. CAPÍTULO 2: Detecção colorimétrica de zinco em amostras seminais: 

avaliação sistemática de estratégias de análise 

 

Resumo 

Evidências forenses desempenham um papel fundamental em investigações 

criminais, principalmente em casos de agressão sexual, uma vez que podem auxiliar na 

obtenção de provas que corroborem na investigação dos atos sexuais cometidos e 

consequentemente identificação dos suspeitos. Diante disso, o presente estudo teve como 

intuito avaliar a detecção de zinco, um marcador químico, presente em elevadas 

concentrações no sêmen frente a diferentes azocorantes (zincon, PAN, PAR e Br-PADAP), 

empregando testes em solução e em dispositivo analítico microfluídico em papel (μPAD). 

Em ambas as estratégias empregadas (solução e μPAD), o Br-PADAP demonstrou maior 

sensibilidade, com limite de detecção (LOD) de 0,02 µM em solução e 2,86 µM no μPAD. 

Em solução, o zincon, PAN e PAR apresentaram LOD de 0,09; 0,05 e 0,1 µM, 

respectivamente. No μPAD, os valores de LOD obtidos para estes reagentes foram 3,44 µM 

para o PAN e 4,95 µM para o PAR. As recuperações obtidas variaram entre 94 e 120% com 

desvio padrão relativo menor que 3,7%, indicando a exatidão e precisão das estratégias 

analíticas empregadas. Na validação qualitativa frente a diferentes amostras, todos os 

reagentes apresentaram sensibilidade superior a 98%, com destaque para as reações 

realizadas no μPAD, que também apresentaram elevada especificidade e eficiência (≥ 97%). 

Assim, visando maior praticidade e portabilidade, os métodos desenvolvidos conferem 

versatilidade para aplicações in loco, podendo contribuir significativamente na investigação 

de crimes sexuais. 

 

Palavras-chaves: Azocorantes; microfluídica; placa de toque; sêmen; colorimetria; 

investigação criminal. 
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1. INTRODUÇÃO 

A análise elementar tem se consolidado como uma ferramenta fundamental em 

diversas áreas do conhecimento, devido à sua capacidade de fornecer informações cruciais 

para a compreensão de fenômenos naturais, processos biológicos e industriais. Neste 

contexto, o zinco apresenta relevante importância biológica, uma vez que possui funções 

catalíticas, estruturais e regulatórias no organismo humano, e sua concentração pode variar 

significativamente entre os diferentes tecidos (Tapiero; Tew, 2003; Roohani et al., 2013). 

Este elemento, encontra-se presente em quantidades elevadas no sêmen variando de 1200 a 

4200 μM (Chia et al., 2000; Henkel et al., 1999; Osadchuk et al., 2021; Yamaguchi et al., 

2009), enquanto no plasma a concentração de zinco chega a ser cerca de 1000 vezes menor, 

geralmente quantificado entre 12 a 16 μM (Rink; Gabriel, 2000). Desta forma, o zinco é 

considerado um biomarcador potencialmente valioso não só em avaliações clínicas, mas 

também em investigações forenses sendo essencial em casos de crime sexual (Gamblin; 

Morgan‐Smith, 2020), uma vez que a detecção desse metal pode fornecer informações 

importantes acerca dos vestígios encontrados no contexto da tentativa ou realização do ato 

criminoso. 

Dentre as técnicas utilizadas para a detecção de zinco (total ou iônico) em amostras 

biológicas, destacam-se a Espectrometria de Absorção Atômica (AAS), a Espectrometria de 

Emissão Atômica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES), a espectrofluorimetria, 

técnicas eletroquímicas, a Espectrometria de Fluorescência de Raios X de Reflexão Total 

(TXRF) e a colorimetria. Todas essas técnicas são eficazes no sentido de detectar ou 

quantificar o zinco, embora algumas apresentem vantagens específicas em determinados 

aspectos. A TXRF, por exemplo, se destaca por sua sensibilidade e pela necessidade de uma 

baixa quantidade de amostra, além da capacidade de detectar simultaneamente diferentes 

analitos (Jablan et al., 2021). Por outro lado, a ICP OES e a AAS permitem medir diferentes 

elementos de forma simultânea ou sequencial, contudo, são consideradas mais onerosas e 

demoradas, exigindo uma preparação mais complexa das amostras (procedimentos de 

extração ou decomposição), além do custo relacionado aos equipamentos e manutenção 

(Hameed et al., 2025).  

Quando se consideram o custo e praticidade, técnicas colorimétricas se sobressaem 

em relação às demais, visto que apresentam um custo relativamente baixo, além disto, 
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possuem ampla acessibilidade dos equipamentos, permitindo aplicação em diversos 

contextos com mínima infraestrutura (Jothimuthu et al., 2013; Yu et al., 2019). 

Adicionalmente, adaptações podem ser implementadas para análises in loco, permitindo a 

medição de zinco diretamente no local da amostragem. A partir disso, a colorimetria, por 

meio de kits de teste portáteis, surge como alternativa viável para análises rápidas e 

descentralizadas. 

Nesse contexto, diversos métodos colorimétricos têm sido desenvolvidos para a 

detecção de íons zinco. Desta forma, sensores químicos fundamentados em sondas 

moleculares cromogênicos e fluorogênicos têm sido desenvolvidos, como aqueles baseados 

em 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (NBD) (Xu et al., 2009) e N,N′,N″-tris(salicylidene)(2-

aminoethyl) amine (Kim et al., 2013), ou empregando nanomateriais, a exemplo do uso de 

nanopartículas de prata (Ihsan et al., 2015; Lee et al., 2016). Assim, diferentes estratégias 

que permitem a detecção de zinco em solução, sendo aplicáveis a amostras biológicas e 

ambientais. Nesta linha, o uso de corantes azo na detecção de íons Zn(II) é amplamente 

relatado, dentre os quais pode-se citar o zincon, PAN, PAR, Br-PADAP e nitro-PAPS. Esses 

reagentes atuam como agentes complexantes formando produtos coloridos e estáveis de 

forma relativamente rápida (Banjare et al., 2005; Säbel et al., 2009; Szabó et al., 2011; Kocyła 

et al., 2017). Azo reagentes costumam ser bem-sucedidos para detecção de zinco em solução 

e no caso do PAN, por exemplo, já se mostrou efetivo em suportes alternativos como os 

dispositivos analíticos microfluídicos em papel (μPADs) (Pérez-Rodríguez; Cañizares-

Macías, 2023) ou em fibras fiadas (Silva et al., 2025), estratégias que permitem aplicações 

in situ. Chabaud et al. (2018) criaram um µPAD para identificar simultaneamente sais 

metálicos em resíduos de explosivos, visando aplicações forenses no local do crime. Pérez-

Rodríguez e Cañizares-Macías (2023) desenvolveram um protótipo de µPAD cromático para 

a determinação simultânea de cobre e zinco em urina, com foco em análises clínicas. Logo, 

as principais vantagens desse tipo de abordagem são o baixo custo, portabilidade e facilidade 

de uso, resultando em análises rápidas e acessíveis.  

A partir disso, o presente estudo tem como objetivo comparar diferentes azocorantes 

(zincon, PAN, PAR e Br-PADAP) para detecção colorimétrica de zinco em sêmen, utilizando 

diferentes sistemas de detecção. No contexto forense, essa avaliação almeja identificar quais 

desses reagentes apresentam maior potencial para aplicação em testes presuntivos em locais 
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de crime, considerando a influência de possíveis interferentes e a ocorrência de falsos 

positivos. Além disso, buscando aprimorar a praticidade e a portabilidade dos ensaios, os 

métodos foram otimizados tanto em solução quanto em μPAD, possibilitando uma 

versatilidade de aplicações em análises de campo. 

2. EXPERIMENTAL  

2.1 Materiais e soluções 

Todos os reagentes utilizados possuem pureza analítica, as soluções foram preparadas 

com água ultrapura (condutividade < 0,1 µS cm-1) obtida de um purificador Master System 

MS3000 (Gehaka, Brasil). Os reagentes foram obtidos de Sigma-Aldrich (USA) e as soluções 

estoque preparadas como descrito a seguir: Zn(SO4)2.7H2O 1 mM e 4-(2-pyridylazo) 

resorcinol (PAR) 2 mM foram preparadas diretamente em água ultrapura; 2-carboxy-2'-

hydroxy-5'-sulfoformazylbenzene (zincon) 1 mM foi preparada em NaOH 0,1 M (Dinâmica, 

Brazil); 1-(2-pyridylazo)-2-naphthol (PAN) 4 mM foi preparada de acordo procedimento 

descrito por Hooft et al. (1992); e 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-(diethylamino)phenol (Br-

PADAP) 4 mM foi preparada em EtOH (Êxodo Científica, Brazil) a 75% (v/v). A solução 

mascarante para evitar a interferência de outros íons metálicos foi preparada com citrato, 

fluoreto, iodeto, tartarato e tiossulfato (0,1 M) solubilizados em Triton X-100 1% (v/v) e 

tampão Tris.HCl 0,04 M (pH 9,5).  

Por fim, todas as soluções foram diluídas para a concentração final desejada em tampão 

borato 50 ou 100 mM (pH 9,0 e 9,5), a depender do azocorante empregado. As medidas de 

pH foram realizadas em pHmetro (AK151, AKSO, Brasil) com eletrodo combinado de vidro 

previamente calibrado. As medidas de massa dos reagentes e padrões para preparo das 

soluções foram realizadas em balanças analíticas (AG200, Gehaka, Brasil) com precisão de 

0,1 mg. 

 

2.2 Confecção do dispositivo de papel 

Os μPADs foram produzidos em laboratório a partir de papel cromatográfico Whatman 

3MM CHR (20 cm × 20 cm), com as faces protegidas por adesivo de vinil (preto). O design 

dos μPADs foi elaborado no software Silhouette Studio (Fig. 24) e recortado com precisão 
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por uma impressora de corte Silhouette Cameo, permitindo a obtenção de 72 dispositivos por 

cada folha de papel cromatográfico. 

Figura 24. Representação da confecção dos dispositivos empregando impressora de corte. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

2.3 Procedimentos 

2.3.1 Detecção colorimétrica em solução 

Nas condições otimizadas em solução empregou-se 20, 40 e 60 µM de Br-PADAP, 

PAN e zincon, respectivamente, em tampão borato (pH 9; 50 mM), enquanto para o PAR (40 

µM), foi usado tampão borato (pH 9,5; 100 mM). As medidas espectrofotométricas foram 

realizadas em espectrofotômetro de duplo feixe (AJX 6100, Micronal, Brasil) com cubeta de 

quartzo e caminho óptico de 1 cm, após 5 min de reação nos seguintes comprimentos de 

onda: zincon (617 nm), PAN (556 nm), Br-PADAP (579 nm) e PAR (486 nm), usando 

volume final de 2 mL.  

 

2.3.2 Detecção colorimétrica empregando μPAD 

No μPAD empregou-se soluções estoque dos azocorantes nas concentrações 0,4 mM 

para Br-PADAP e 1,2 mM para PAN e PAR. Na condição otimizada para o PAN e PAR, a 

ordem de aplicação foi azocorante → zinco (marcador), enquanto para o Br-PADAP se usou 

azocorante → tampão borato → zinco (marcador) (Fig. 25). Em todos os μPAD foram 

aplicados 2 μL de cada solução na superfície do papel, com um tempo total de secagem de 4 

min. As imagens foram registradas em scanner Epson (Perfection v19, 4800 dpi) e 

convertidas para o formato CMYK empregando o software Corel Photo-Paint® 

(CorelDRAW, Graphics Suite). A intensidade média da cor na zona de reação foi então 

calculada para obter uma resposta analítica quantitativa do sistema. 
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Figura 25. Representação da reação colorimétrica entre os azocorantes e íons zinco na zona reacional 

do μPAD. 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

2.3.3 Amostras reais e avaliação qualitativa de possíveis interferentes 

As amostras biológicas de sêmen, sangue, urina e saliva foram adquiridas de 

voluntários autodeclarados saudáveis, com pelo menos 18 anos de idade, que estavam cientes 

do objetivo do trabalho (CAAE 57998116800005013) e assinaram termo de livre 

consentimento. Amostras de alimentos e potenciais interferentes também foram avaliadas: 

leite, suco de laranja, suco de abacaxi, clara de ovo, ketchup, lubrificante sexual, camisinha, 

pomada para assadura, desinfetante, cerveja e água sanitária (hipoclorito de sódio). Nos 

ensaios qualitativos, as amostras foram depositadas em placa de toque ou no μPAD, onde os 

reagentes PAN, Br-PADAP e PAR foram aplicados. Nestes ensaios, foram avaliadas 3 

diluições do sêmen: sêmen bruto, 1:10 e 1:25 (placa de toque), enquanto no μPADs se usou, 

sêmen bruto, 1:5 e 1:10. As placas de toque colocadas em estúdio de luz anelar de 25 cm, 

com iluminação com placa de LEDs e fotografadas usando smartphone (resolução da 

imagem de 8000×6000 pixels), enquanto as imagens dos μPADs foram registradas por 

scanner, como previamente descrito no item 2.3.2.  

A avaliação qualitativa dos testes foi efetuada por meio de formulário eletrônico 

(Anexo 1) no qual 20 amostras foram classificadas (negativa, positiva e inconclusiva) por 

voluntários da comunidade acadêmica/profissional. Ao final do ensaio, o resultado era 

apresentado indicando o percentual de acerto e a classificação correta por cada amostra. Estes 
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resultados foram usados para estabelecer os principais parâmetros estatísticos de validação 

dos ensaios qualitativos.   

 

2.3.4 Análise estatística e figuras de mérito 

Os experimentos foram realizados em triplicata (n = 3) e expressos como média ± SD 

(desvio padrão). No processo de otimização dos parâmetros analíticos, a sensibilidade foi 

usada como critério com base na respectiva inclinação da curva analítica (slope) para cada 

condição de estudo. As curvas analíticas foram construídas com um mínimo de cinco pontos 

de acordo com a equação: Y = S×CZn + b, onde Y representa a absorbância ou a intensidade 

de cor, CZn a concentração de zinco, S o slope e b o intercept. O limite de detecção (LOD, 

3) foi calculado de acordo com a seguinte equação: LOD = (3×b)/S, onde b é o desvio 

padrão do branco analítico (n = 10) e S corresponde ao slope da curva analítica empregada. 

O desvio padrão relativo (RSD) foi calculado de acordo com a equação: RSD = 

(p/xp)×100%, onde p é equivalente ao desvio padrão de um determinado padrão analítico 

dentro do intervalo linear, e 𝑥𝑝 é o valor médio encontrado para repetibilidade deste padrão 

(n = 10). Quando necessário, teste de hipótese para amostras em par (teste t de Student) e ou 

em grupo (ANOVA, análise de variância) foram utilizados para avaliar os resultados, 

considerando intervalo de confiança de 95% para todos os procedimentos. O tratamento 

estatístico dos dados foi executado usando o software OriginLab 2018 (Northampton, EUA). 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Reações em solução 

3.1.1 Otimização dos parâmetros reacionais 

 Os azocorantes zincon, PAN, Br-PADAP e PAR, de maneira geral, são capazes de 

formar complexos coloridos, estáveis e hidrossolúveis com diversos metais, dentre eles o 

zinco (Banjare et al., 2005; Säbel et al., 2009; Szabó et al., 2011; Kocyła et al., 2017). A fim 

de estabelecer as melhores condições para a quelação de cada reagente com o íon metálico 

Zn(II) (Fig. 26), as concentrações dos reagentes foram inicialmente avaliadas em relação a 

uma solução padrão de Zn(II)  40 μM, em meio alcalino (tampão borato 50 mM pH 9). As 

concentrações de zincon, PAN, Br-PADAP e PAR que demonstraram maior sensibilidade 
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foram 60, 40, 20 e 40 μM, respectivamente (Fig. 27). A formação desses complexos é 

favorecida em meio alcalino e o tampão borato é comumente utilizado nessas reações 

(Ackerman; Kothe, 1979;  Krystek et al., 1993; Crow et al., 1997; Banjare et al., 2005; Wei 

et al., 2008; Säbel et al., 2010), a partir disso o pH de cada reação foi avaliado entre 8 e 10. 

O pH ótimo para a formação do complexo de zincon, PAN e Br-PADAP foi 9, enquanto a 

melhor condição para a reação com PAR foi pH 9,5 (Fig. 28). Além disso, a sensibilidade da 

reação em função da concentração do tampão foi avaliada e 50 mM demonstrou ser a melhor 

condição para a reação de zincon, PAN e Br-PADAP e 100 mM para PAR (Fig. 29). 

A reação de formação dos complexos é colorimétrica e ocorre imediatamente após a 

adição do azocorante à solução de zinco. Apesar disso, um ensaio cinético com duração de 

30 min foi realizado a fim de avaliar a estabilidade do complexo formado. Em todos os casos, 

o produto se manteve estável até o final do experimento (Fig. 30) e o tempo de reação de 5 

minutos foi escolhido para a realização das medidas espectrofotométricas.  
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Figura 26. Representação dos cromóforos formados a partir das reações de complexação com os 

azocorantes. A. zincon, B. PAN, C. Br-PADAP e, D. PAR. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Figura 27. Influência da concentração do azocorante na formação do complexo. A. zincon, B. PAN, C. Br-PADAP e D. PAR. Teste aplicado: 

ANOVA One Way, nível de confiança de 95%. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 
Figura 28. Efeito do pH do meio na formação do complexo. A. zincon, B. PAN, C. Br-PADAP e D. PAR. Teste aplicado: ANOVA One Way, nível 

de confiança de 95%. 

  
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Figura 29. Avaliação da influência da concentração do tampão nas reações colorimétricas. A. zincon, B. PAN, C. Br-PADAP e D. PAR. Teste 

aplicado: ANOVA One Way, nível de confiança de 95%. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 
Figura 30. Avaliação cinética dos azocorantes. A. zincon, B. PAN, C. Br-PADAP e D. PAR. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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3.1.2 Figuras de mérito e ensaios de recuperação 

 Sob as condições otimizadas as principais figuras de mérito foram estabelecidas para 

cada reagente e todos os dados podem ser observados na Tabela 7. As curvas analíticas e os 

espectros para cada método são apresentados na Fig.31. Para o zincon foi obtida resposta 

linear de 1 a 20 μM, com LOD = 0,09 μM e RSD ≤ 1,2%. O PAN nas condições de melhor 

desempenho analítico apresentou faixa linear 1 a 10 μM, LOD = 0,05 μM e RSD ≤ 3,7%. O 

Br-PADAP exibiu perfil linear de 0,25 a 3 μM, LOD = 0,02 μM e RSD ≤ 3,4%. Para o PAR, 

a faixa linear obtida foi de 1 e 10 μM, com LOD = 0,1 μM e RSD ≤ 2,3%.  

  



 

86 
 

 Tabela 7. Condições otimizadas para os reagentes e principais figuras de mérito para os reagentes em solução. 

  Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

 Figura 31. Linearização da curva analítica e obtenção dos parâmetros de regressão linear. A figura dentro do gráfico são os espectros de absorção 

molecular em função da variação da concentração de íons Zn(II) para cada reagente. A. Zincon 60μM, B. PAN 40 μM, C. Br-PADAP 20 μM e, D. 

PAR 40 μM.  

               

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Reagente 
Azocorante 

(M) 

Solução 

tampão (mM) 
pH 

Faixa linear 

(M) 
Equação r 

LOD 

(M) 

RSD  

(%) 

Zincon 60 50 9,0 1 - 20 A617 = 0,0298(±0,0001)×CZn + 0,0150(±0,0018), n = 5  0,9957 0,09 0,8 - 1,2 

PAN 40 50 9,0 1 - 10 A556 = 0,0714(±0,0003)×CZn + 0,0095(±0,0024), n = 6 0,9995 0,05 3,2 - 3,7 

Br-PADAP 20 50 9,0 0,25 - 3 A579 = 0,0811(±0,0012)×CZn + 0,0211(±0,0043), n = 6 0,9917 0,02 2,3 - 3,4 

PAR 40 100 9,5 1 - 10 A486 = 0,1070(±0,0043)×CZn + 0,0800(±0,0017), n = 6 0,9957 0,10 2,0 - 2,3 
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Dentre esses reagentes, apenas PAN e PAR são amplamente conhecidos e 

relacionados ao contexto forense na detecção de zinco em fluido seminal (Suzuki et al., 1983; 

Lampugnani; Maccheroni, 1984; Hooft; Van De Voorde, 1990) l. Para além dessa aplicação, 

esses reagentes também são utilizados em amostras farmacêuticas e em estudos associados a 

metaloproteínas (Krystek et al., 1993; Thanasarakhan et al., 2007; Doyle et al., 2019). Zincon 

e Br-PADAP, apesar de não serem aplicados para fins forenses, são reagentes muito 

utilizados em uma variedade de estudos de detecção e quantificação de metais. O zincon é 

um dos agentes complexantes mais utilizados para detecção colorimétrica de zinco em 

diversas matrizes como leite em pó, cabelo, pomadas a base de ZnO, entre outros 

(Rastegarzadeh; Rezaei, 2008; Cunha et al., 2021). É importante ressaltar que este agente não 

é específico para zinco, podendo ser usado para detecção e quantificação de outros metais 

como cobre e cobalto (Säbel et al., 2010), além de ser capaz de complexar com estruturas 

livres de metal como as poliaminas espermina e espermidina (Fukushima; Aikawa, 2019), 

isso indica que o uso de agentes mascarantes e um controle adequado de pH podem ser 

determinantes para a efetividade do método. De forma similar, o Br-PADAP é utilizado na 

detecção de zinco em produtos cosméticos, farmacêuticos e até mesmo na detecção de 

mercúrio em amostras ambientais (Agnihotri et al., 2005; Banjare et al., 2005). Apesar da 

relevância desses trabalhos, alguns deles não trazerem informações completas acerca das 

principais figuras de mérito. 

De maneira geral, as faixas de trabalho descritas, em sua maioria, são próximas as dos 

métodos propostos. Além disso, este trabalho se destaca pelos baixos limites de detecção. 

Outro ponto a ser destacado é o tempo de execução do ensaio, em todos os casos a reação 

colorimétrica é instantânea e a medida é feita após poucos segundos ou minutos, mas nos 

métodos em que incluem etapas de desnaturação de proteínas, digestão ou agitação para 

extração de metais de amostras complexas como solo, o tempo total do procedimento pode 

se aproximar de 6h. Os principais pontos dos estudos supracitados estão dispostos na Tabela 

8.  
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Tabela 8. Comparação de métodos analíticos (em solução) empregando os azocorantes (Zincon, PAN, Br-PADAP e PAR) aplicados em amostras distintas. 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

Reagente 
max 

(nm) 

Faixa linear 

(μM) 

LOD 

(μM) 

Tempo 

(min) 
Amostra Comentários Referência 

Zincon 

618 15 - 125 0,09 1 Pomada (ZnO) Sistema colorimétrico via imagem digital Cunha et al., 2021 

615 0 - 30 0,2 5 
Metaloproteina: superóxido 

dismutase (SOD) bovina 
Quantificação de Zn(II), Cu(II) e Co(II) Säbel et al., 2010 

620 1,5 - 38,2 - - ZnO 
Avalia a complexação do Zn(II) liberado 

pelo ZnO em meio aquoso. 
Kaya et al., 2023 

645 0,76 - 30,60 0,16 12 Leite em pó e cabelo Sensor óptico 
Rastegarzadeh; Rezaei, 

2008 

617 1 - 20 0,09 5 - - Este trabalho 

PAN 

554 1,5-15 - 10 Insulina - Krystek et al., 1993 

553 1,5-15 0,3 2 
Amostras farmacêuticas 

(multivitamínicos) 

Método espectrofotométrico de análise por 

injeção sequencial (SIA) 

Thanasarakhan et al., 

2007 

525 - 1,12 ×10-4 - ZnSO4 
Sensor optoeletrônico multiespectral. 

Simula sistemas hidrológicos. 
Braga et al., 2017 

556 1-10 0,05 5 sêmen  Este trabalho 

Br-PADAP 

550 0 - 6 0,09 10 
Cosméticos e produtos 

farmacêiticos 
- Banjare et al., 2005 

555 
 

15 - 46 
- 3 Soro sanguíneo 

Estudo comparativo entre Br-PADAP e 5-

Br-PAPS. 
Homsher & Zak, 1985 

569 1 - 10 - 360 folhas e algas 
Determinação simultânea Hg(II) e Zn(II) 

em amostras ambientais. 
Agnihotri et al., 2005 

579 0,25 - 3 0,02 5 sêmen - Este trabalho 

PAR 

416 0 - 25 - 40 
Metaloproteína: superóxido 

dismutase 1 (SOD1) humana 

Quantifica simultaneamente Cu(II) e 

Zn(II) em solução. 
Doyle et al., 2019 

500 1-12 - 30 
Aspartato transcarbamoilase 

(ATCase) 

Liberação de Zn(II) da aspartato 

transcarbamoilase (ATCase) de 

Escherichia coli. 

Hunt et al., 1985 

496 25 - 40 - 40 solo Detecção de Zn(II) em solo.  

486 1-10 0,1 5 sêmen - Este trabalho 
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Para avaliar a viabilidade do método em amostras reais de sêmen, foi realizado um 

ensaio de recuperação. Os quatro azocorantes foram testados previamente em soluções de 

sêmen para verificar sua eficácia em uma matriz complexa como o sêmen. Diferentes 

diluições (1:100 a 1:2000) foram analisadas, e apenas o zincon não apresentou coloração azul 

semelhante ao padrão, apresentando em vez disso, coloração violeta (Fig. 32A). Esse 

resultado, similar ao descrito por (Fukushima; Aikawa, 2019) na detecção das poliaminas 

espermina e espermidina, resultando na exclusão do zincon nas próximas etapas. Esse 

resultado indica que o método proposto com zincon, apesar de não ser indicado para a 

detecção de zinco em sêmen, tem potencial para aplicação similar detectando outros possíveis 

biomarcadores de sêmen. Os demais reagentes indicaram a formação de seus respectivos 

complexos (Fig. 32B,C,D). Sendo assim a recuperação foi realizada para os demais 

azocorantes (Tabela 9), as recuperações obtidas para o PAN, Br-PADAP e PAR foram 102 - 

106%, 94 - 120% e 100 - 106%, respectivamente. Essas concentrações de padrão foram 

adicionadas a soluções de sêmen diluídas 500 vezes para os métodos PAN e PAR e 2000 

vezes para o método Br-PADAP. Esses resultados sugerem a efetividade da aplicação prática 

desses métodos. 

Figura 32. Ensaio preliminar em amostra real com os azocorantes nas condições otimizadas. A. 

Zincon, B. PAN, C. Br-PADAP e, D. PAR. Os números dentro das caixas referem-se aos fatores de 

diluição (amostra:solvente).

  

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Tabela 9. Valores de recuperações com amostra de sêmen para o PAN, Br-PADAP e PAR. 

       Fatores de diluição do sêmen em solução: (a), (c) 1:500; (b) 1:2000.  

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

PAN
(a)

 Br-PADAP 
(b)

 PAR
(c)

  

Adicionado 

(μM) 

Encontrado 

(μM) 

Recuperado 

(%) 

RSD 

 (%) 

Adicionado 

(μM) 

Encontrado 

(μM) 

Recuperado 

(%) 

RSD 

 (%) 

Adicionado 

(μM) 

Encontrado 

(μM) 

Recuperado 

(%) 

RSD  

(%) 

0 2,84 - 1,23 0 0,42 - 7,74 0 2,45 - 0,13 

1 4,09 106 1,67 0,5 1,10 120 2,14 1 3,66 106 2,87 

2 5,01 104 0,85 1 1,42 100 4,22 2 4,44 100 0,30 

4 6,99 102 1,60 2 2,36 98 2,93 4 6,43 100 0,59 
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3.2 Reações colorimétricas no μPAD 

3.2.1 Otimização das condições reacionais e canais de cor no μPAD 

Após a otimização das condições em solução, iniciou-se os testes no μPAD.  Uma 

vez que, o zincon não apresentou resultados satisfatórios na detecção de zinco em amostras 

reais, ele não foi avaliado no μPAD. Dessa forma, a ordem das reações foi analisada para os 

três reagentes selecionados: PAN, Br-PADAP e PAR. Nesta avaliação, foi observado uma 

sensibilidade maior quando o zinco foi adicionado após o azocorante [ordem 1, reagente  → 

Zn(II)] para o PAN e o PAR (Fig. 33A,C), comparada a ordem 2 [Zn(II) → reagente]. Para 

o Br-PADAP (Fig. 33B) a maior sensibilidade foi alcançada quando o tampão foi adicionado 

entre o azocorante e o zinco [ordem 3, reagente  → tampão → Zn(II)]. Apenas para o Br-

PADAP foi necessário adição de solução tampão separadamente pois à preparação da solução 

estoque deste reagente foi em etanol a 75% (v/v), enquanto os demais azocorantes foram 

preparados diretamente em solução tampão.  

A avaliação quantitativa relativa à formação do cromóforo no μPAD é realizada por 

meio de imagens, cujo valores numéricos são obtidos utilizando um determinado sistema de 

cor (Phuangsaijai et al., 2021), a exemplo do RGB (vermelho, verde e azul) e o CMYK 

(ciano, magenta, amarelo e preto). Neste trabalho, o modelo subtrativo CMYK foi utilizado, 

por sua natureza não aditiva e relação direta com as cores (Ivančević et al., 2023). Para todos 

os azocorantes avaliados o canal magenta apresentou maior contribuição e 

consequentemente, maior sensibilidade, sendo assim selecionado para as análises 

subsequentes (Fig. 34). A contribuição negativa (redução da intensidade de cor com aumento 

da concentração de zinco no meio) do canal amarelo está associada a coloração dos 

azocorantes não complexado (forma livre), que reduz gradualmente à medida que o complexo 

se forma. A coordenada K não foi representada, pois se manteve inalterada com o aumento 

da concentração dos íons Zn(II).  

Em seguida, os volumes de amostra e reagentes no μPAD foi avaliado, variando entre 

1 e 3 μL (Fig. 35), sendo 2 μL escolhido como volume ideal, garantindo melhor desempenho 

analítico. A concentração do tampão borato foi avaliada no μPAD em uma faixa de 25 a 150 

mM (Fig. 36), visando garantir a estabilidade e eficiência da reação. Os resultados indicaram 

que a maior sensibilidade foi observada para o PAN e o Br-PADAP na menor concentração 
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testada (25 mM), enquanto para o PAR a condição ideal foi obtida com uma concentração de 

50 mM. 

As concentrações do PAN, Br-PADAP e PAR foram avaliadas dentro de uma faixa 

predefinida (Fig. 37), observando-se que os valores que proporcionaram maior sensibilidade 

foram 1,2 mM para PAN, 0,4 mM para Br-PADAP e 1,2 mM para PAR. O decréscimo na 

sensibilidade com o aumento da concentração, pode estar associado ao aumento do sinal do 

branco, devido a coloração do azocorante. Esse efeito é perceptível principalmente para o 

Br-PADAP. 
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Figura 33. Avaliação da ordem de adição dos reagentes no μPAD. A. PAN, B. Br-PADAP e, C. PAR. Condições: pH = 9,0 (A, B) e pH = 9,5 (B), 

[PAN] = 1,0 mM, [Br-PADAP] = 0,6 mM e [PAR] = 1,0 mM. Ordens avaliadas: (1) Azocorante → Zn(II), (2) Zn(II) → Azocorante e (3) Azocorante 

→ tampão borato → Zn(II). Teste aplicado: ANOVA One Way, nível de confiança de 95%. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

Figura 34. Sensibilidade das curvas em função das cores do sistema subtrativo CMYK, contribuição dos canais ciano, magenta e amarelo. A. PAN, 

B. Br-PADAP e, C. PAR. Condições: pH = 9,0 (A, B) e pH = 9,5 (B), [PAN] = 1,0 mM, [Br-PADAP] = 0,6 mM e [PAR] = 1,0 mM. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Figura 35. Variação dos volumes das alíquotas dos reagentes adicionadas ao μPAD. A. PAN, B. Br-PADAP e, C. PAR. Condições: pH = 9,0 (A, B) 

e pH = 9,5 (B), [PAN] = 1,0 mM, [Br-PADAP] = 0,6 mM e [PAR] = 1,0 mM. Teste aplicado: ANOVA One Way, nível de confiança de 95%. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

Figura 36. Influência da concentração do tampão borato na reação colorimétrica no μPAD. A. PAN, B. Br-PADAP e, C. PAR. Condições: pH = 9,0 

(A, B) e pH = 9,5 (B), [PAN] = 1,0 mM, [Br-PADAP] = 0,6 mM e [PAR] = 1,0 mM. Teste aplicado: ANOVA One Way, nível de confiança de 95%. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Figura 37. Avaliação da concentração do azocorante na reação colorimétrica no μPAD. A. PAN, B. Br-PADAP e, C. PAR. Condições: 25 mM, pH 

= 9,0 (A, B) e 50 mM, pH = 9,5 (B). Teste aplicado: ANOVA One Way, nível de confiança de 95%. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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3.2.2 Figuras de mérito e ensaios de recuperação 

 Uma vez estabelecidas as figuras de mérito em solução, etapa crucial na validação de 

uma metodologia, as principais figuras foram determinadas também no μPAD (Tabela 10) 

nas condições otimizadas para cada azocorante (Fig. 38). Para o PAN foi obtida resposta 

linear de 10 a 75 μM, ajustada pelo modelo de regressão linear, com LOD = 3,44 μM e RSD 

 2,9%. O Br-PADAP nas condições de melhor desempenho analítico apresentou faixa linear 

de 4 a 15 μM, LOD = 2,86 μM e RSD  2,2%, enquanto para o PAR, obteve-se resposta 

linear de 10 a 60 μM, LOD = 4,95 μM e RSD  3,6%. Desta forma, os métodos apresentaram 

boa repetibilidade, conforme observado pelos valores de desvio padrão relativo (RSD). 

O efeito de matriz foi avaliado com base no percentual de recuperação do zinco em 

amostras de sêmen humano (Tabela 11), com valores dentro da faixa aceitável para amostras 

de composição complexa (80 - 120%) (Nascentes et al., 2022). As concentrações de analito 

em diferentes níveis foram adicionadas a soluções de sêmen diluídas 20 vezes para PAN e 

PAR e 50 vezes para Br-PADAP. Os valores de recuperação obtidos variaram de 100 a 101% 

(RSD ≤ 3,9%) para o PAN, de 98 a 108% (RSD ≤ 1,8%) para o Br-PADAP e, por fim, para 

o PAR de 94 a 100% (RSD ≤ 3,2%). Portanto, constata-se que a detecção de zinco pelos 

diferentes azocorantes não sofre influência da composição da amostra biológica, 

comprovando a exatidão do método para os reagentes avaliados. 
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     Tabela 10. Condições otimizadas e principais figuras de mérito para os azocorantes no μPAD. 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Figura 38. Determinação da faixa linear no µPAD relativa à intensidade de cor (IC) em função da concentração de íons Zn(II). A. PAN, B. Br-

PADAP, e C. PAR. As figuras dentro do gráfico representam as curvas da intensidade de cor em função da variação de concentração de íons Zn(II) 

até a saturação e as zonas do µPAD relacionadas as concentrações de íons Zn(II) na faixa linear. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

Reagente Azocorante 

(mM) 

Solução 

tampão (mM) 
pH 

Faixa linear  

(µM) 
Equação r 

LOD 

(µM) 

RSD  

(%) 

PAN 1,2 25 9,0 10 - 75 IC = 0,61(±0,02)×CZn + 23,11(±1,15), n = 7 0,9965 3,44 1,8 - 2,9 

Br-PADAP 0,4 25 9,0 4 - 15 IC = 3,09(±0,20)× CZn + 45,00(±1,61), n = 6 0,9915 2,86 2,1 - 2,2 

PAR 1,2 50 9,5 10 - 60 IC = 0,57(±0,01)×CZn + 15,65(±0,20), n = 7 0,9983 4,95 2,4 - 3,6 
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Tabela 11. Percentuais de recuperações com amostra de sêmen no μPAD para os azocorantes PAN, Br-PADAP e PAR. 

Fatores de diluição do sêmen no μPAD: (a), (c) 1:20; (b) 1:50. 

Fonte: elaborado pela autora, 2025.

PAN
(a)

 Br-PADAP 
(b)

 PAR
(c)

 

Adicionado 

(μM) 

Encontrado 

(μM) 

Recuperado 

(%) 

RSD 

(%) 

Adicionado 

(μM) 

Encontrado 

(μM) 

Recuperado 

(%) 

RSD 

(%) 

Adicionado 

(μM) 

Encontrado 

(μM) 

Recuperado 

(%) 

RSD 

(%) 

0 27,50 - 2,1 0 8,70 - 0,6 0 32,70 - 0,4 

12,50 39,89 100 2,2 1,3 10,83 108 0,2 7,3 38,37 96 3,2 

22,50 50,31 101 3,9 3,8 12,31 98 0,6 17,3 50,26 100 2,1 

32,50 60,43 101 2,0 6,3 15,25 102 1,8 27,3 56,32 94 1,8 
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Visando investigar o impacto ambiental das metodologias avaliadas, empregou-se a 

ferramenta métrica AGREE, que se baseia nos 12 princípios da Química Verde. Essa 

calculadora considera critérios como toxicidade, quantidade de reagentes, geração de 

resíduos, consumo de energia, miniaturização e análises in situ (Sajid; Płotka-Wasylka, 2022; 

Shi et al., 2023). Os índices obtidos foram 0,77 em solução (Fig. 39A) e 0,91 no μPAD (Fig. 

39B), indicando que o μPAD é uma metodologia mais sustentável e alinhada com os 

princípios da Química verde.  

Figura 39. Avaliação das metodologias para a detecção de zinco empregando a ferramenta métrica 

AGREE. A. Em solução e B. No μPAD.  

          

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

3.3 Ensaios em amostras reais 

 No contexto forense, os testes presuntivos colorimétricos são rotineiramente 

utilizados tanto para detecção de drogas quanto de marcadores biológicos em locais de crime 

(Philp; Fu, 2018). Desta forma, os reagentes PAN, Br-PADAP e PAR foram utilizados para 

os testes presuntivos em placa de toque (Fig. 40) e no μPAD (Fig. 41), sendo avaliados por 

voluntários. A distribuição das diferentes amostras avaliadas foi feita de forma randômica 

em cada um dos ensaios. Em todos os casos o percentual de acerto por parte da avaliação dos 

voluntários para sêmen foi ≥ 94% (Fig. 40 e 41), sugerindo a efetividade dos métodos. De 

forma geral, em solução (placa de toque), as amostras que apresentaram menor percentual de 

acerto foram as amostras de pomada para assadura (200 mg g-1 a base de ZnO) e o leite (45 

– 190 μM, Paixão et al., 2022; Tola et al., 2024), as quais, naturalmente possuem zinco em 

sua composição, portanto, esse resultado indica que essas amostras podem gerar falsos 

positivos neste tipo de avaliação. No método com PAR as amostras de sangue e ketchup 
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apresentaram menor percentual de acerto devido à similaridade da coloração do complexo 

com zinco e a cor da amostra. Contudo, o aumento do fator de diluição para alguns tipos de 

amostras (leite, sangue e ketchup), assim como, treinamento direcionado para uso das 

metodologias em solução poderia contornar esta limitação.  

No μPAD (Fig. 41), empregando o PAR, as amostras de ketchup e pomada para 

assadura apresentaram percentual de acerto menor 79 e 86 %, respectivamente em 

comparação com as outras amostras. Ainda assim, apresentando um melhor desempenho 

quando comparado ao teste em solução (placa de toque). Para o Br-PADAP e o PAN todas 

as amostras apresentaram percentual de acerto superior ou igual a 97%, indicando maior 

eficácia dos métodos usando o μPAD. Adicionalmente, para concluir a validação qualitativa 

dos métodos, alguns parâmetros de desempenho foram determinados em solução e no μPAD 

(Tabela 12). Nesta avaliação, se observa que os métodos apresentaram uma alta sensibilidade, 

especificidade e eficiência, os parâmetros avaliados no μPAD (≥ 97%), apresentaram um 

desempenho superior aos ensaios em solução (placa de toque). Por fim, concordante com os 

valores de F1 score (que indica o percentual de avaliações incorretas, associado a ocorrência 

de falsos-positivos), fica evidente que o PAN e Br-PADAP foram os métodos mais precisos 

e sensíveis para detecção de zinco em sêmen em comparação ao PAR. 
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Figura 40. Fotos com diferentes amostras reais na placa de toque empregadas na avaliação presuntiva e percentuais de acerto. A. PAN, B. Br-PADAP 

e, C. PAR. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Figura 41. Fotos utilizadas na avaliação presuntiva com as diferentes amostras reais no μPAD, com 

os percentuais de acertos. A. PAN, B. Br-PADAP e, C. PAR.  Tratamento quantitativo em função da 

Intensidade de Cor (IC) para as diferentes amostras . D. PAN, E. Br-PADAP e, F. PAR. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

Tabela 12. Parâmetros de desempenho da avaliação qualitativa dos métodos analíticos para os azocorantes (em solução e no μPAD) realizada por 

voluntários (n ≥ 68). 

 

Parâmetros de desempenho 

Azocorante 

PAN Br-PADAP PAR 

Solução 

(n = 68) 

μPAD 

(n = 89) 

Solução 

(n = 70) 

μPAD 

(n = 76) 

Solução 

(n = 69) 

μPAD 

(n = 86) 

Sensibilidade (%) 98 100 98 99 98 98 

Especificidade (%) 96 100 92 100 83 98 

Eficiência (%) 96 100 92 99 85 97 

Valor Preditivo Positivo (%) 86 100 73 98 50 91 

Valor preditivo negativo (%) 100 100 100 100 100 99 

Razão de falsos positivos (%) 4 0 8 1 17 2 

Razão de falsos negativos (%) 2 0 2 1 2 2 

F1-score (%) 92 100 83 98 66 94 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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4. CONCLUSÃO 

As metodologias desenvolvidas para a detecção de íons zinco no sêmen 

demonstraram alta sensibilidade, especificidade, eficácia e reprodutibilidade, com 

recuperações acima de 94% e RSD  3,7%. Esses resultados indicam que os métodos 

propostos se mostram adequados para aplicação forense, principalmente como testes 

presuntivos para identificação de sêmen em diferentes ambientes, destacando-se o 

desempenho do PAN e Br-PADAP, que obtiveram os maiores valores de sensibilidade, 

especificidade, eficiência e F1-score. Adicionalmente, a utilização das reações 

colorimétricas explorando μPADs para análises qualitativas e quantitativas, possibilitam 

a miniaturização do sistema de análise, simplicidade e rapidez em aplicações in loco.  
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6. CAPÍTULO 3: Detecção simultânea de zinco e fosfatase ácida em 

amostras forenses empregando análise por injeção sequencial com 

detecção colorimétrica 

 

Resumo 

A identificação de fluidos corporais é uma etapa crucial na investigação criminal, 

especialmente em casos de crimes sexuais que apresentam alta incidência. Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (WHO), estima-se que uma a cada três mulheres no 

mundo sofreram violência física e/ou sexual. Neste contexto, para confirmar o estupro, 

realiza-se a coleta das amostras biológicas, como sêmen, encontradas na cena do crime 

ou na vítima. Assim, tem-se desenvolvido diferentes metodologias que possam suprimir 

as limitações existentes nos testes convencionais. Neste trabalho foi empregado um 

sistema de Análise por Injeção Sequencial (SIA) com detecção espectrofotométrica para 

detecção dual de fosfatase ácida (AP) e íons zinco, marcadores presentes no sêmen em 

concentrações elevadas. Nas condições otimizadas o sistema apresentou limite de 

detecção de 9,4 U L-1 para AP e 3,1 μM para Zn(II), com RSD menores que 2,8% e 

recuperações entre 97 e 110%. A seletividade do método foi avaliada empregando 

diferentes amostras biológicas (sêmen, saliva, urina e soro sanguíneo), sendo apenas a 

amostra de sêmen a que apresentou sinal significativo para ambos os marcadores. Logo, 

o sistema SIA desenvolvido permite realizar análises quali- e quantitativas com reduzido 

volume de amostra, assim, podendo ser uma importante ferramenta auxiliar na elucidação 

de crimes sexuais. 

 

 

Palavras-chaves: Aplicação forense; detecção colorimétrica; marcadores; sêmen; SIA; 

espectrofotometria. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os crimes sexuais representam uma preocupação global, com estimativas que uma 

em cada três mulheres em todo o mundo (cerca de 736 milhões) sofrem violência física 

e/ou sexual ao longo da vida (WHO, 2021). Diante dos elevados níveis de subnotificação 

associados a esse tipo de crime, estima-se que o número real de casos seja 

significativamente maior que o registrado (Pallitto et al., 2013; Potter et al., 2021). Trata-

se de uma causa importante, principalmente, para as mulheres e um problema global de 

saúde pública. Adicionalmente é um indicador do objetivo 5 estabelecido nos Objetivos 

de Desenvolvimento Sustentável (ODS), que trata da igualdade de gênero e do 

empoderamento de mulheres e meninas (United Nations, 2015). 

Considerando as estatísticas e cenário, a ciência forense possui um papel 

fundamental no processo de investigação, uma vez que identificação de fluidos corporais 

constitui uma etapa crucial em estabelecer uma relação entre os vestígios coletados na 

vítima ou cena do crime e os suspeitos dos atos criminosos (Das et al., 2021; Sijen; 

Harbison, 2021). O sêmen, fluido com composição diversa e complexa, inclui frutose, 

colina, espermina, ácido cítrico, zinco e fosfatase ácida, entre outras espécies, é evidência 

mais encontrado e examinado em crimes sexuais (Gamblin; Morgan‐Smith, 2020; Hooft; 

van de Voorde, 1997; Sakurada et al., 2020). O sêmen é considerado um marcador 

confiável em casos de estupro, coito anal e outras ocorrências forenses, onde diferentes 

metodologias de identificação são empregadas para determinar a presença ou ausência 

desse fluido corporal (Wasserstrom et al., 2013; Zha, el al., 2020). Após resultado positivo 

advindo de aplicação de um teste presuntivo, a confirmação da presença do sêmen, ocorre 

mediante identificação microscópica de espermatozoides, considerada como técnica de 

referência (Allery et al., 2001; Unuma et al., 2023), contudo, a quantidade e a 

temporalidade da amostra são fatores que pode comprometer a qualidade da análise. Além 

disto, existem também ensaios imunológicos de confirmação, como o teste do antígeno 

prostático específico (PSA) (Hussein et al., 2020; Johnson; Kotowski, 1993), todavia 

como limitação, este ensaio apresenta falsos positivos (Bitner, 2012; Unuma et al., 2023). 

Os testes presuntivos, por sua vez, são empregados na triagem inicial de 

identificação dos fluidos biológicos e oferecem vantagens como, simplicidade e fácil 

manuseio (Vyas et al., 2020). Dentre os testes disponíveis tem-se as diferentes fontes de 

luz alternativas (ALS) e uso das reações enzimáticas (Vandenberg; Van Oorschot, 2006; 

Thang et al., 2018). As ALS comumente empregadas incluem lâmpadas de Wood, 

Bluemaxx, polilight e luz UV, porém, uma das principais limitações dessa estratégia é a 



 

111 
 

necessidade de usar variados comprimentos de onda para a detecção de diferentes fluidos 

corporais, além de resultados falso-positivos que podem ser gerados devido a presença de 

cosméticos na detecção de sêmen (Auvdel, 1987; Santucci et al., 1999; Tay, et al., 2021). 

O teste presuntivo com reação enzimática mais comum para detectar a presença de sêmen 

é o de fosfatase ácida (AP) (Herman et al., 2018). Essa enzima catalisa a hidrólise de 

fosfatos orgânicos, gerando um produto passível de reagir com um reagente cromogênico, 

e desta forma, alteração de cor (Greenfield; Sloan, 2002; Guo et al., 2019). Esse é o 

princípio associado aos testes que detectam a AP, os quais usam -naftil e o Brentamine 

Fast Blue (Gamblin; Morgan‐Smith, 2020), -naftol com Fast Garnet B (Ekundina et al., 

2023) e o -naftol com Fast Red AL (Virkler; Lednev, 2009). No entanto, esses testes 

tendem a dar resultados falso-positivos e/ou falsos negativos, além da possibilidade de 

degradação da enzima em algumas situações (Bamberg et al., 2021).  

Dadas as limitações dos testes presuntivos para detecção de sêmen, é necessário 

desenvolver novas metodologias que possuam apresentar maior sensibilidade e 

seletividade durante a identificação deste tipo de amostra frente a outros fluidos corporais. 

Suzuki et al. (1983) apresentaram um método para a detecção de sêmen baseado na 

presença de zinco seminal, que não gerou resultados falso-positivos em outros fluidos 

corporais. Assim, os íons zinco pode ser considerados com um marcador melhor que a 

AP, além de ser menos suscetível à degradação (Budiman et al., 2023; Suttipasit, 2015). 

Nesse contexto, a detecção simultânea de AP e zinco pode reduzir a probabilidade de 

falsos negativos ou positivos, além de aumentar a confiabilidade dos resultados, uma vez 

que a presença de ambos os marcadores reforça a identificação do tipo material biológico 

(Hooft; van de Voorde, 1992).  

Nesse sentido, a detecção simultânea desses marcadores pode ser monitorada em 

um sistema de análise de injeção sequencial (SIA), uma técnica analítica que se destaca 

por sua capacidade de automatizar e simplificar procedimentos laboratoriais. O SIA 

permite a introdução sequencial de amostras e reagentes, resultando em um controle 

rigoroso dos volumes utilizados, tempo de reação e medida dos sinais analíticos, além da 

minimização de erros associados ao operador (Hartwell, 2012; Tambaru et al., 2024). 

Essa abordagem reduz significativamente o consumo de reagentes e amostra, além de 

diminuir o tempo de análise, aumentando a eficiência do processo. O SIA é uma técnica 

conhecida por sua alta reprodutibilidade, garantindo a precisão e confiabilidade dos 

resultados. Além disso, é uma ferramenta útil em diferentes áreas, incluindo a química 
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forense (Chen et al., 2006; Economou, 2005; Hartwell; Grudpan, 2010; Pereira et al., 

2022; Silvestre et al., 2011). Assim, neste trabalho, empregou-se um sistema SIA com 

detecção espectrofotométrica para detecção simultânea de íons zinco e AP presentes no 

sêmen, visando superar as limitações existentes nos testes presuntivos atuais. 

 

2. EXPERIMENTAL 

2.1. Reagentes e soluções 

Todos os reagentes utilizados são de pureza analítica, não sendo necessários 

passos adicionais de purificação. A água ultrapura (condutividade < 0,1 µS cm-1) utilizada 

para a preparação das soluções foi obtida de um purificador Milli-Q water plus (Millipore, 

Danvers, MA, EUA). A fosfatase ácida de batata (AP), o fenilfosfato de sódio dibásico 

di-hidratado (PP), a 4-aminoantipirina (4-AAP), o hexacianoferrato(III) de potássio, o 

fosfato dissódico, o tris(hidroximetil)aminometano e o ácido bórico foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). O sulfato de zinco heptahidratado, o 1-(2-piridilazo)-2-

naftol (PAN), o dimetilsulfóxido (DMSO) e o acetato de sódio foram obtidos da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). A solução estoque de zinco a 31 mM foi preparada dissolvendo-

se 10 mg de ZnSO4.7H2O em 2 mL de água ultrapura. Para a solução estoque da enzima 

a 7600 U L-1, 1 mg (7,6 U) foi dissolvido em 1 mL de tampão acetato 0,05 M (pH 5). A 

solução estoque de PAN a 4 mM foi preparada conforme a metodologia proposta por 

Hooft et al. (1992). As soluções de 4-AAP a 2% (m/v) e de K3Fe(CN)6 a 2% (m/v) foram 

preparadas em tampão Tris (0,2 M, pH 8,0). Todas as soluções foram diluídas, quando 

necessário, até a concentração final desejada. 

As soluções tampão foram preparadas pesando-se o sal apropriado para cada 

tampão, diluindo em água e, em seguida, ajustando o pH e o volume final aos níveis 

desejados: Tris (0,2 mM, pH 8,0), fosfato (0,2 mM, pH 8,0), borato (0,2 mM, pH 8,0) e 

acetato (0,05 mM, pH 5,0). 

2.2 Sistema SIA 

O sistema SIA (Fig. 42) foi utilizado para o gerenciamento, mistura e operações 

relacionadas aos métodos espectrofotométricos de detecção de AP e Zn²⁺. Esse sistema 

consistia em um módulo de seringa Bu1S da Crison Instruments SA (Allela, Barcelona, 

Espanha) para a propulsão das soluções e uma válvula multiposição Cheminert™ com 
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dez portas. O controle do sistema foi realizado por meio do software Microsoft 

QuickBasic 4.5. 

Figura 42. Sistema SIA para a detecção de íons AP e Zn2+.Solução transportadora (tampão Tris, 

0,2 M, pH 8,0); Syringe Pump (SP); Holding coil (HC, 100 cm, diâmetro interno de 0,8 mm); R1 

(PAN); R2 (substrato, PP); R3 (tampão acetato, 0,05 M, pH 5); R4 (4-AAP); R5 (oxidante, 

K3Fe(CN)6); Reaction coil (RC, 15 cm); S (amostra); D (detector, 515 nm) e W (resíduo). 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

As medições foram realizadas a 515 nm utilizando um espectrofotômetro 

JenwayVR 6300 (Cole-Palmer Instrument Company, Antylia Scientific, Vernon Hills, 

IL, EUA), equipado com uma célula de fluxo de 10 mm e volume de 80 μL (Hellma 

GmbH, Müllheim, Alemanha). 

2.3 Procedimento de Análises por Injeção Sequencial 

 O ciclo analítico (Tabela 13) para a detecção simultânea dos marcadores consiste 

em 13 etapas, com um tempo total de análise de aproximadamente 6 minutos. 

 

Tabela 13. Ciclo analítico SIA utilizado para a detecção de AP e íons Zn2+. A vazão utilizada foi 

de 1 mL min-1 em todas as etapas. 

Etapa Posição Solução Volume (μL) 
Tempo 

(s) 
Ação 

1 4 Substrato (PP) 80 4,8 Aspiração 

2 1 Amostra (AP) 80 4,8 Aspiração 

3 5 Tampão acetato 60 3,6 Aspiração 

4 6 4-AAP 40 2,4 Aspiração 

5 7 K3Fe(CN)6) 40 2,4 Aspiração 

6 8 Mistura 180 10,8 
Propulsão para o detector e 

tempo de parada 

7 1 Amostra (Zn2+) 30 1,8 Aspiração 

8 2 PAN 30 1,8 Aspiração 

9 1 Amostra (Zn2+) 30 1,8 Aspiração 

10 2 PAN 30 1,8 Aspiração 

11 9 Mistura 2000 120 Propulsão para o detector 

12 8 Mistura 0 25 
Período de parada na bobina de 

reação 

13 8 Mistura 1840 110.4 Propulsão para o detector 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Para detecção da AP, 80 μL de substrato (PP), 80 μL da amostra, 60 μL de tampão 

acetato (pH 5), 40 μL de 4-AAP e 40 μL de oxidante (etapas 1, 2, 3, 4 e 5, 

respectivamente) foram aspirados e enviados para o reator 1 (etapa 6). Em seguida, para 

detecção de Zn2+ foram aspirados 30 μL da solução de Zn2+ (etapa 7 e 9) e 30 μL de PAN 

(etapa 8 e 10), as quais foram propulsionadas para o reator 2, e em seguida para o sistema 

de detecção (etapa 11). Durante a aspiração das alíquotas (etapa 7 a 10) e detecção do 

zinco, o fluxo da AP permaneceu interrompido durante 180 s (etapa 12) para melhorar a 

mistura e aumentar o tempo de reação. De forma consecutiva, a AP foi detectada (etapa 

13) após a detecção dos íons Zn2+, ambos em 515 nm. Dessa forma, foram obtidos dois 

picos proporcionais a concentração dos analitos, ao final de cada ciclo analítico, 

correspondentes à AP e ao Zn2+, respectivamente.  

 

2.4 Amostras reais e sintéticas  

A metodologia foi aplicada em amostras de sêmen, saliva, soro sanguíneo e urina 

obtidas a partir de voluntários, com idade a partir de 18 anos e cientes do objetivo do 

trabalho (CAAE 57998116800005013). As amostras foram armazenadas em tubos falcon 

e condicionadas em freezer a -18ºC.  

O sêmen sintético (SS) foi preparado de acordo com a metodologia descrita por 

Owen e Katz (2005). Assim, para cada 10 mL de SS em solução tampão fosfato (0,01 M, 

pH 8,2), foram adicionados: citrato de sódio (81,3 mg), cloreto de potássio (9,1 mg), 

hidróxido de potássio (8,8 mg), frutose (27,2 mg), glicose (10,2 mg), ácido lático (6,2 

mg), ureia (4,5 mg), albumina sérica bovina (504 mg), cloreto de cálcio (10.1 mg), cloreto 

de magnésio (9,2 mg), cloreto de zinco (3,4 mg) e metilcelulose (0,17% m/v). A saliva 

foi preparada conforme a metodologia descrita por Shellis (1978), com adaptações. Para 

cada 5 mL de solução, foram adicionados: cloreto de cálcio (7,0 mg), cloreto de magnésio 

(1,0 mg), fosfato monopotássico (13 mg), fosfato dissódico (13 mg), cloreto de potássio 

(78 mg), cloreto de amônio (22 mg), tiocianato de potássio (11,5 mg), bicarbonato de 

sódio (32 mg), ureia (14,5 mg), mucina (12.5 mg), albumina (2,0 mg) e α-amilase (3×105 

unidades Somogyi). A urina foi preparada seguindo a metodologia proposta por 

Wilsenach et al. (2007), considerando a seguinte composição para 10 mL: cloreto de 

cálcio (3,2 mg), cloreto de magnésio (3,2 mg), cloreto de sódio (23 mg), sulfato de sódio 

(11,5 mg), citrato de sódio (3,2 mg), fosfato monopotássico (21 mg), cloreto de potássio 

(8,0 mg), cloreto de amônio (5,0 mg), ureia (125 mg) e creatinina (5,5 mg). O soro 
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sanguíneo foi avaliado utilizando o Cormay Serum HN (Polônia). Essas amostras foram 

utilizadas em ensaios de recuperação e na avaliação de potenciais interferentes. 

 

2.5 Análise estatística  

Todas as análises foram feitas em triplicata, e os dados obtidos tratados 

matematicamente no software Excel para Windows (Microsoft) e Origin 9.0 (Microcal 

Software, USA), representados em termos de média ± desvio padrão (SD) com n ≥ 3.  A 

sensibilidade analítica foi estabelecida como principal critério de avaliação, definida a 

partir da inclinação da curva empregado modelo de regressão linear. A comparação entre 

os resultados de diferentes sistemas foi realizada por meio do teste t de Student (pareado), 

com um intervalo de confiança de 95%.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

3.1 Otimização do sistema SIA 

Inicialmente, no desenvolvimento do sistema SIA para avaliação dos marcadores 

de sêmen, as condições reacionais para detecção espectrofotométrica de AP e íons Zn²⁺ 

foram otimizadas (Tabela 14). Desta forma, diferentes parâmetros físico-químicos 

capazes de afetar o sinal analítico foram avaliados, dentre eles: ordem de aspiração dos 

reagentes e amostra, pH, sistema tampão, concentrações dos reagentes, volumes da 

amostra e reagente, e parâmetros intrínsecos do sistema em fluxo (tamanho do reator, 

vazões, tempo de parada de fluxo) e comprimentos de onda. A hidrólise do PP mediada 

pela AP gera fenol em meio ácido, o qual reage por condensação oxidativa com 4-AAP 

em meio alcalino empregando K3Fe(CN)6 como oxidante gerando um produto colorido 

(Emerson; Kelly, 1948; Kim et al., 2015; Thongchai et al., 2009), enquanto os íons Zn2+ 

reagem com PAN formando um complexo colorido (Safari et al., 2011; Woźnica et al., 

2014). A seleção das condições ótimas para cada marcador se baseou na sensibilidade 

analítica e reprodutibilidade (RSD).  
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Tabela 14. Parâmetros da otimização do sistema SIA para detecção de AP e íons Zn2+. 

Analito Parâmetros Faixa avaliada Condição selecionada 

AP 

Volume enzima / μL 60 - 100 80 

Volume substrato (PP) / μL 60 - 100 80 

Volume 4-AAP / μL 40 - 80 40 

Volume K3Fe(CN)6 / μL 40 - 80 40 

Concentração substrato (PP) / mM 5 - 20 10 

Concentração 4-AAP / % m/m 0,4 – 0,8 0,6 

Concentração K3Fe(CN)6 / % m/m 0,8 – 1,2 1,0 

Tamanho do reator 1 / cm 15 - 30 15 

Vazão 1 / mL min–1 1,0 – 1,5 1,0 

Zn2+ 

Volume Zn2+ / μL 20 – 80 60 

Volume PAN  40 - 100 60 

Concentração PAN / mM 50 - 500 250 

Tamanho do reator 2 / cm 15 – 30 15 

Vazão 2 / mL min–1 1,0 – 1,5 1,0 

Ambos Comprimento de onda / nm 508 - 520 515 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

3.1.1 Ordem da reação e aspiração das alíquotas 

No SIA as linhas contendo os reagentes são aspiradas sequencialmente para o 

reator, ocorrendo a formação dos cromóforos, os quais em seguida são transportados para 

o sistema de detecção (Worsfold et al., 2013). Para a reação enzimática (Fig. 43A), foram 

avaliadas três diferentes ordens de aspiração dos reagentes: (1) enzima - substrato (PP) - 

tampão acetato - 4-AAP - oxidante, (2) enzima - substrato - tampão acetato - oxidante - 

4-AAP, e (3) substrato - enzima - tampão acetato - 4-AAP – oxidante (Tabela 15), essas 

ordens foram consideradas uma vez que na reação de acoplamento oxidativo, o fenol 

precisa ser previamente gerado a partir da hidrólise do substrato (Aljeboree et al., 2019; 

Powell; Smith, 1954). A ordem 1 proporcionou os melhores resultados, devido à maior 

sensibilidade na detecção do cromóforo. Esse resultado decorre da mistura mais efetiva 

da 4-AAP com o produto da reação enzimática, assegurando a disponibilidade do fenol 

para a reação de acoplamento.  
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Figura 43. Representação dos cromóforos formados após as reações. A. Geração do cromóforo 

de cor vermelha após a hidrólise do fenil fosfato (PP) na presença de AP, resultando na produção 

de fenol, que reage por condensação oxidativa com 4-AAP na presença de K3Fe(CN)6 como 

oxidante. B. Formação do cromóforo de cor magenta após a reação dos íons Zn2+ com PAN. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

 

Tabela 15. Avaliação da ordem de reação para a detecção de AP e íons zinco. 

Analito Ordem Sensibilidade (×10-3 A L U-1) Intercepto 

AP 

1 1,0600 ± 0,0232a 0,0474 ± 0,0050a 

2 0,6681 ± 0,0244b 0,0060 ± 0,0053b 

3 0,3008 ± 0,0395c 0,0043 ± 0,0086b 

 Ordem Sensibilidade (×10-3 A μM-1) Intercepto 

Zn2+ 

1 3,2100 ± 0,4675d 0,0130 ± 0,0160d 

2 3,0300 ± 0,3411d 0,0167 ± 0,0117d 

3 4,7000 ± 0,3752f 0,0398 ± 0,0128e 

4 3,0886 ± 0,2369d 0,0255 ± 0,0781f 

As comparações pelo teste t de Student (pareado) são avaliadas separadamente entre os 

parâmetros (Sensibilidade e Intercepto) e os marcadores (Zn2+ e AP). 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Na reação entre os íons Zn2+ e o PAN (Fig. 43B) também foram avaliadas 

diferentes ordens reacionais e adicionalmente, visando melhorar a homogeneidade da 

mistura e favorecer a formação do produto (Bourne, 2003). Foram duas condições: (i) 

Zn2+ - PAN e (ii) PAN - Zn2+, sendo a primeira ordem a que propiciou os melhores 

resultados. As alíquotas da amostra e reagente foram aspiradas de forma intercaladas 

visando melhorar a mistura reacional e aumentar a formação do complexo. Desta forma, 

a condição selecionada foi com aspirações intercaladas de 30 μL (Zn2+ - PAN - Zn2+ - 

PAN) perfazendo um volume total de 60 μL de cada solução (Tabela 15). Esta estratégia 

ocasionou um aumento na sensibilidade de 47% quando comparado a condição inicial 

(aspiração de 60 μL de cada solução). Contudo, fracionando o procedimento de aspiração 

em alíquotas de 15 μL (Zn2+ - PAN - Zn2+ - PAN - Zn2+ - PAN), não houve aumento da 

sensibilidade comparada a condição anterior, indicando que a mistura foi efetiva quando 

se usou alíquotas de 30 μL (amostra e reagente).  

 

3.1.2 Avaliação do pH e seleção do tampão 

A seleção do pH é uma etapa crítica na otimização de sistemas analíticos que 

envolvem derivados de ácidos fracos e enzimas, além disto, a compatibilidade da solução 

tampão com reagentes e macromoléculas, é um fator essencial para sensibilidade do 

método. Na hidrólise do substrato (PP) mediada pela AP, foi empregado o tampão acetato 

(50 mM, pH 5,0), uma vez que o pH ótimo para a atividade enzimática é ~ 5,0 (Ajay et 

al., 2019). A condensação oxidativa da 4-AAP com o produto da reação enzimática, 

requer um meio suficientemente alcalino para favorecer a formação do cromóforo de 

coloração magenta (Kim et al., 2015; Thongchai et al., 2009), sendo descrito que em pH 

8 a reação apresenta máxima sensibilidade (Dannis, 1951; Faust; Mikulewicz, 1967; Hu 

et al., 2021). Desta forma, este pH foi fixado para este sistema, ocorrendo apenas a 

avaliação do sistema tampão.   

A complexação dos íons metálicos como Zn2+ com PAN também é favorecida em 

meio básico, contudo, deve-se considerar que pH superior a 9,0 pode levar a formação de 

precipitado e hidroxicomplexos de zinco no meio, assim, comprometendo a precisão e a 

sensibilidade do sistema SIA (Alabidi et al., 2021). Assim, a sensibilidade foi avaliada 

em pH 8 e 9 (Tabela 16) usando tampão borato pois apresenta eficiência de 

tamponamento entre 8 e 10 (pKa = 9,24) (Lopalco et al., 2020). O pH 8 apresentou 
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aumento de 20% na sensibilidade comparado a condição em pH 9, sendo desta forma, 

selecionado para investigações posteriores. 

Tabela 16. Avaliação do pH na complexação de íons Zn2+ utilizando tampão borato. 

Tampão pH Sensibilidade (×10-3 A μM-1) Intercepto 

Borato 
8,0 3,8700 ± 0,3513a 0,0312 ± 0,0254a 

9,0 3,0900 ± 0,2002b 0,0286 ± 0,0099a 

As comparações pelo teste t de Student (pareado) são avaliadas separadamente entre os 

parâmetros (Sensibilidade e Intercepto) e os marcadores (Zn2+ e AP). 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Nas reações de condensação oxidativa (fenol + 4-AAP + K3Fe(CN)6) e 

complexação dos íons Zn2+ com PAN, foram avaliados diferentes tampões no preparo dos 

reagentes e composição da solução carreadora. Uma vez estabelecido pH 8 como melhor 

condição em relação a sensibilidade dos métodos espectrofotométricos para detecção de 

AP e íons Zn2+, avaliou-se os tampões Tris, fosfato e borato, todos a 200 mM (pH = 8,0). 

Para a reação de detecção da AP, o tampão Tris apresentou melhor sensibilidade, sendo 

23% mais sensível que o fosfato, e 30% que o tampão borato. Na complexação dos íons 

Zn2+ com PAN os sistemas tampão avaliados não influenciaram significativamente na 

sensibilidade analítica, contudo, em tampão Tris houve redução de 60% dos valores do 

branco analítico (Tabela 17). Portanto, o tampão Tris (200 mM, pH 8,0) foi usando para 

detecção dos marcadores AP e Zn2+ no sistema SIA desenvolvido.   

Tabela 17. Análise de tampões para reações envolvendo AP e íons Zn2+ em pH 8,0. 

Analito Tampão Sensibilidade (×10-5 A L U-1) Intercepto 

AP 

Borato 2,4062 ± 0,1055a 0,0056 ± 0,0023a 

Fosfato 2,6183 ± 0,3518a 0,0062 ± 0,0080a 

Tris 3,3955 ± 0,2882b 0,0072 ± 0,0048a 

 Tampão Sensibilidade (×10-3 A μM-1) Intercepto 

Zn2+ 

Borato 3,2700 ± 0,0875a 0,0319 ± 0,0198a 

Fosfato 3,1100 ± 0,2433a 0,0321 ± 0,0062a 

Tris 3,3000 ± 0,0886a 0,0132 ± 0,0058b 

As comparações pelo teste t de Student (pareado) são avaliadas separadamente entre os 

parâmetros (Sensibilidade e Intercepto) e os marcadores (Zn2+ e AP). 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

3.1.3 Tempo de parada de fluxo 

A complexação entre os íons Zn2+ e o PAN ocorre de forma imediata, evidenciada 

pela rápida formação do complexo colorido. Comparando a sensibilidade do método, 

houve redução de 24% para condição com parada de fluxo (3 min) (Tabela 18). Desta 
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forma, a condição selecionada para as próximas etapas foi sem parada de fluxo. O efeito 

da parada de fluxo também foi avaliado para o sistema com a AP, considerando as etapas 

de hidrólise e da reação colorimétrica (3 min), visando aumentar o contato entre a enzima 

e substrato, assim como, com reagentes.  

Tabela 18. Avaliação do tempo de parada de fluxo na otimização analítica. 

Analito Tempo de parada (s) Sensibilidade (×10-4 A L U-1) Intercepto 

AP 
0 1,2519 ± 0,1676a 0,0095 ± 0,0270a 

180 1,5184 ± 0,1246b 0,1672 ± 0,0144b 

 Tempo de parada (s) Sensibilidade (×10-3 A μM-1) Intercepto 

Zn2+ 
0 2,9400 ± 0,0416a 0,0068 ± 0,0003a 

180 2,1800 ± 0,1370b 0,0035 ± 0,0073a 

As comparações pelo teste t de Student (pareado) são avaliadas separadamente entre os 

parâmetros (Sensibilidade e Intercepto) e os marcadores (Zn2+ e AP). 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

O uso da estratégia de parada de fluxo para detecção da AP levou ao aumento de 

18% na sensibilidade do método. Desta forma, durante o período de parada de fluxo 

referente a reação da AP, era possível realizar a detecção dos íons Zn2+, não 

comprometendo frequência analítica dos métodos. 

 

3.1.4 Volume e concentração dos reagentes 

  O volume ótimo das soluções da enzima (amostra) e do substrato foram avaliados 

entre 60 e 100 μL. De acordo com os valores de sensibilidade obtidos selecionou-se 80 

μL para cada solução, uma vez que maiores volumes maiores não resultaram em aumento 

proporcional da sensibilidade (Tabela 19), possivelmente devido a saturação do sistema 

e/ou efetividade da mistura entre as zonas dos reagentes e amostra.  

Para melhorar a hidrólise do substrato (PP) frente a AP foi selecionado um volume 

de 60 μL de solução tampão acetato (50 mM) entre as alíquotas da enzima e do reagente 

cromogênico (4-AAP), uma vez que, o processo catalítico é favorecido em meio ácido e 

que, as demais soluções foram preparadas em meio alcalino (Nigam et al., 1959). Para as 

soluções de 4-AAP e o K3Fe(CN)6, o intervalo de volume avaliada foi de 40 a 80 μL, 

sendo escolhido para ambos o volume de 40 μL, pois, evidenciou-se aumento do sinal do 

branco analítico em maiores volumes desses reagentes e consequente perda de 

detectabilidade do método.   
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 Na reação de complexação entre os íons Zn2+ e o PAN, foram avaliados volumes 

de 20 a 80 μL para a solução de zinco (amostra), enquanto para o reagente cromogênico 

de 60 a 100 μL. O volume ótimo selecionado para o analito e o PAN foi de 60 μL para 

ambos, decorrente da condição de melhor sensibilidade. O incremento do volume da 

solução do PAN (maior excesso do reagente) ocasionou um aumento do sinal do branco, 

desta forma, comprometendo a sensibilidade do método (Tabela 19). 

 

Tabela 19. Variação dos volumes de reagentes utilizados no sistema SIA. 

Analito Reagente Volume (μL) Sensibilidade (×10-3A L U-1) Intercepto 

AP 

Amostra 

60 0,9233 ± 0,0637a 0,0079 ± 0,0156a 

80 1,0300 ± 0,0161a 0,0456 ± 0,0049b 

100 1,0100 ± 0,0175a 0,0206 ± 0,0033c 

Substrato (PP) 

60 0,9812 ± 0,0300a 0,0610 ± 0,0058a 

80 1,0300 ± 0,0001a 0,0568 ± 0,0001a 

100 1,0600 ± 0,0052a 0,0501 ± 0,0020a 

4-AAP 

40 0,8185 ± 0,0295a 0,0442 ± 0,0082a 

60 0,5656 ± 0,0611b 0,0245 ± 0,0225b 

80 0,5913 ± 0,0110b 0,0456 ± 0,0157a 

K3Fe(CN)6 

40 0,7719 ± 0,0634a 0,1051 ± 0,0180a 

60 0,7355 ± 0,1323a 0,0802 ± 0,0252a 

80 0,3535 ± 0,0614b 0,0456 ± 0,0157b 

 Reagente Volume (μL) Sensibilidade (×10-3 A μM-1) Intercepto 

Zn2+ 

Amostra  

20 1,1500 ± 0,2574a 0,0049 ± 0,0111a 

60 2,0200 ± 0,2694b 0,0351 ± 0,0094b 

80 1,1300 ± 0,3437a 0,0044 ± 0,0144a 

PAN 

40 2,8600 ± 0,4893a 0,0132 ± 0,0171a 

60 3,8800 ± 0,1328b 0,0225 ± 0,0042a 

100 3,5100 ± 0,0642c 0,0443 ± 0,0020b 

As comparações pelo teste t de Student (pareado) são avaliadas separadamente entre os 

parâmetros (Sensibilidade e Intercepto) e os marcadores (Zn2+ e AP). 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

O sinal analítico é diretamente proporcional ao aumento da concentração do 

analito, exceto, quando ocorre saturação do sistema ou formação de produtos secundários 

(Pérez-Olmos et al., 2005). Assim, após definir o volume das soluções variou-se a 

concentração dos reagentes para ambos os métodos (Tabela 20). 
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Tabela 20. Avaliação das concentrações de reagentes utilizadas na detecção dos marcadores AP 

e íons Zn2+. 

Analito Reagente Concentração Sensibilidade (×10-3A L U-1) Intercepto 

AP 

Substrato (PP) 

/ mM 

5 0,6987± 0,0393a 0,1322 ± 0,0152a 

10 1,0200 ± 0,0823b 0,0841 ± 0,0259b 

15 1,1700 ± 0,0242b 0,1128 ± 0,0085c 

20 1,0400 ± 0,1004b 0,1736 ± 0,0364d 

4-AAP  

/ % m/m 

0,40 0,5980 ± 0,0398a 0,1658 ± 0,0302a 

0,60 1,0200 ± 0,1027b 0,0984 ± 0,0472b 

0,80 0,6740 ± 0,0905a 0,2411 ± 0,0671c 

K3Fe(CN)6  

/ % m/m 

0,80 0,7336 ± 0,0753a 0,1246 ± 0,0287a 

1,00 0,9694 ± 0,0802b 0,1068 ± 0,0331b 

1,20 0,8728 ± 0,0681c 0,1577 ± 0,0129a 

 Reagente Concentração Sensibilidade (×10-3 A μM-1) Intercepto 

Zn2+ 
PAN  

/ mM 

50 0,5750 ± 0,0914a 0,0092 ± 0,0039a 

100 0,9912 ± 0,2364b 0,0120 ± 0,0129a 

250 1,1200 ± 0, 2887b 0,0193 ± 0,0125b 

500 0,8323 ± 0,1898c 0,0348 ± 0,0166c 

As comparações pelo teste t de Student (pareado) são avaliadas separadamente entre os 

parâmetros (Sensibilidade e Intercepto) e os marcadores (Zn2+ e AP). 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Para o substrato (PP) da reação enzimática, foi adotada uma concentração de 10 

mM, uma vez que, acima desse valor a sensibilidade não foi alterada (Tabela 20). De 

forma similar, para a 4-AAP e K3Fe(CN)6, foi observado um acréscimo na sensibilidade 

até 0,6 e 1,0% (m/v), respectivamente, após esses valores não foi observado aumento 

significativo da sensibilidade analítica. Por fim, para a reação de complexação com o 

Zn2+, a concentração de PAN foi avaliada de 50 a 500 mM, sendo selecionado a condição 

com 250 mM, a qual, resultou em um aumento de duas vezes na sensibilidade em relação 

a menor concentração do reagente cromogênico. Em concentrações superiores, observou-

se redução na sensibilidade e aumento do sinal do branco analítico.   

 

3.1.5 Tamanho do reator e vazão das soluções 

O tamanho do reator e vazão das soluções foram avaliados, pois, a mistura 

eficiente dos reagentes e amostras na análise de fluxo é regulada por características 

geométricas e hidrodinâmicas do sistema (Tambaru et al., 2024). Assim, foram avaliados 

reatores de 15 e 30 cm, visando favorecer a mistura (Taljaard; Van Staden, 1998). Para 

ambas as reações, o reator de 15 cm mostrou-se ideal nas condições avaliadas, pois, com 

aumento do comprimento foi observada redução da sensibilidade de 13 a 18% para a AP 

e Zn2+ (Tabela 21), respectivamente, devido ao aumento da diluição das soluções.  
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Tabela 21. Influência do tamanho do reator na mistura das soluções. 

Analito Reator / cm Sensibilidade (×10-4 A L U-1) Intercepto 

AP 
15 7,5061 ± 0,7125a 0,0771 ± 0,0472a 

30 6,6254 ± 0,2778b 0,0554 ± 0,0171a 

 Reator / cm Sensibilidade (×10-3 A μM-1) Intercepto 

Zn2+ 
15 2,1700 ± 0,0427a 0,0034 ± 0,0015a 

30 1,8700 ± 0,1112b 0,0110 ± 0,0041b 

As comparações pelo teste t de Student (pareado) são avaliadas separadamente entre os 

parâmetros (Sensibilidade e Intercepto) e os marcadores (Zn2+ e AP). 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

A vazão da solução transportadora no sistema SIA regula o tempo de residência e 

o fator de diluição das espécies no sistema, logo, constitui um parâmetro relevante durante 

a otimização das condições, pois influencia diretamente na sensibilidade do sistema 

(Aldstadt III et al., 2006). A vazão da solução transportadora (tampão Tris, 200 mM, pH 

8) foi avaliada em 1,0 e 1,5 mL min-1 (Tabela 22). O aumento da vazão resultou na 

redução da sensibilidade, assim, para as investigações posteriores foi adotado 1,0 

mL min-1 para ambas as reações, pois favorece a mistura entre os reagentes.  

 

Tabela 22. Variação na vazão da solução transportadora. 

Analito Vazão (mL min-1) Sensibilidade (×10-4 A L U-1) Intercepto 

AP 
1,0 7,5858 ± 0,0607a 0,0484 ± 0,0012a 

1,5 7,4400 ± 0,1527a 0,0680 ± 0,0103a 

 Vazão (mL min-1) Sensibilidade (×10-3 A μM-1) Intercepto 

Zn2+ 
1,0 2,1700 ± 0,0427a 0,0034 ± 0,0015a 

1,5 1,7700 ± 0,0771b 0,0020 ± 0,0035a 

As comparações pelo teste t de Student (pareado) são avaliadas separadamente entre os 

parâmetros (Sensibilidade e Intercepto) e os marcadores (Zn2+ e AP). 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

3.1.6 Avaliação do comprimento de onda 

 A reação de acoplamento oxidativo entre fenol e 4-AAP gera um cromóforo que 

apresenta uma única banda de absorção com máximo em 508 nm, enquanto, na reação de 

complexação entre íons zinco e PAN se observa duas bandas de absorção estreitas quase 

simétricas em 520 e 555 nm. No processo de otimização foi empregado 508 nm para 

medir o sinal referente a atividade enzimática da AP, e 520 nm para o sistema Zn2+/PAN.   

Desta forma, ambas as reações foram avaliadas nos comprimentos de onda de 508, 515 e 

520 nm visando simplificar a detecção de dois marcadores em apenas um único 

comprimento de onda. Assim, foi selecionado 515 nm para realização das medidas 

espectrofotométricas (Tabela 23), pois esta condição que apresentou sensibilidade 
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adequada para ambos os marcadores considerando os parâmetros instrumentais avaliados 

e as concentrações destes em amostras de sêmen.   

Tabela 23. Influência do comprimento de onda na detecção. 

 Sensibilidade Intercepto 

λ / nm AP (×10-3A L U-1) Zn2+(×10-3A μM-1) AP Zn2+ 

508 1,7900 ± 0,2876a 0,8082 ± 0,0255a 0,0096 ± 0,0219a 0,0396 ± 0,0013a 

515 2,2400 ± 0,1914b 3,3500 ± 0,1949b 0,0223 ± 0,0113b 0,0229 ± 0,0097b 

520 1,4600 ± 0,0931c 2,4800 ± 0,1029c 0,0731 ± 0,0078c 0,0138 ± 0,0051c 

As comparações pelo teste t de Student (pareado) são avaliadas separadamente entre os 

parâmetros (Sensibilidade e Intercepto) e os marcadores (Zn2+ e AP). 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

3.2 Figuras de mérito 

Nas condições otimizadas do método para os marcadores AP e íons Zn2+ (Fig. 44) 

foram determinadas as principais figuras de mérito (Tabela 24). Para a AP foi obtida 

resposta linear de 19 a 190 U L-1 correspondente equação A515 = 0,0020(±0,0001)×CAP + 

0,0130(±0,0043), com R2 = 0,9960 (n = 7) empregando modelo de regressão linear, com 

LOD = 9,4 U L-1 e RSD de 1,3 a 2,2%. Para os íons Zn2+ nas condições de melhor 

performance analítica apresentou faixa linear de 10 a 75 μM correspondente equação A515 

= 0,0028(±0,0001)×CZn + 0,0002(±0,0011), com R2 = 0,9984 (n = 7) com LOD = 3,1 μM 

e RSD de 0,7 a 2,8%. O método apresentou boa repetibilidade baseado nos valores de 

desvio padrão relativo (RSD) em diferentes níveis de concentração da amostra. 
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Figura 44. Linearização da curva analítica e obtenção dos parâmetros de regressão linear com os 

valores de incerteza para o método. A. Curva para detecção de AP; B. Curva para detecção dos 

íons Zn2+. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Tabela 24. Figuras de mérito do método SIA. 

Figuras de mérito AP (U L-1)  Zn2+ (μM) 

Faixa linear 19 – 190 10 – 75  

Equação de regressão (n = 7) 0,0020×CAP  + 0,0188 0,0028×CZn + 0,0002 

R2 0,9960 0,9984 

Limite de detecção (3, n = 10) 9,4 3,1 

RSD, % (n = 10) (amostra conc.) 
2,2 - 1,3%  

(38 and 114 U L-1) 

0,7 - 2,8 %  

(10 and 50 μM) 

Frequência de determinação,  

número determ. h−1  

       determinação única        

10 20 

       determinações sequenciais 10 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

As condições otimizadas possibilitaram uma frequência de 10 e 20 determinações 

por hora, para AP e íon Zn2+, respectivamente, para determinações individuais dos 

marcadores. Considerando as determinações de forma sequencial, a frequência é de 

aproximadamente 10 determinações por hora, uma vez que, a reação dos íons Zn2+ 

ocorrem durante a parada de fluxo da reação enzimática. 
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3.3 Aplicação do método em amostras 

Os estudos de recuperação foram realizados adicionando diferentes níveis de AP 

e íons Zn2+ em amostras de sêmen humano (Tabela 25). As recuperações apresentaram 

valores entre 99 a 110% para AP, enquanto para o Zn2+ se obteve de 97 a 104%, indicando 

o método não apresenta efeito de matriz. Os valores de recuperação encontram-se dentro 

do intervalo de 80 - 120% para amostras de composição complexa, indicando que é exato 

(Fang; Qian, 2005; Montagner; Jardim, 2011; Speltini et al., 2017).  

Tabela 25. Valores de recuperações em amostra sintética de sêmen para AP e Zn2+. 

Marcador Adicionado (U L-1) Encontrado (U L-1) Recuperado (%) RSD (%) 

AP 

0 25,5  - 1,7 

50 76,2 101 0,7 

75 110,8 110 0,3 

125 148,9 99 2,0 

Zn2+ 

Adicionado (μM) Encontrado (μM) Recuperado (%) RSD (%) 

0 18,8 - 0,2 

10 28,0 97 0,3 

20 40,4 104 0,7 

40 58,6 100 0,9 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

 Diferentes fluídos corporais podem ser encontrados na cena de crime, logo, avaliar 

a possível interferência dessas amostras frente ao método analítico é uma etapa essencial 

(Virkler; Lednev, 2009). Assim, foi avaliada a seletividade do método para os dois 

marcadores (AP e Zn2+), empregando diferentes amostras sintéticas e reais (sêmen, saliva, 

urina e soro sanguíneo) (Fig. 45). A diluição em todas as amostras sintéticas foi de 100 

vezes, condição necessária para avaliação na amostra de sêmen (Fig. 45A). As amostras 

reais foram diluídas em 4000 vezes para a AP e 250 vezes para os íons de zinco, nenhuma 

das demais amostras avaliadas apresentaram interferência (Fig. 45B). 
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Figura 45. Avaliação da seletividade do método frente a diferentes amostras biológicas. A. 

Amostras sintéticas, B. Amostras reais. O sinal analítico foi normalizado, usando o branco 

analítico e o sinal da amostra de sêmen como referência.  

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

Ao comparar a detecção dos analitos no método SIA desenvolvido com os 

procedimentos em batelada empregado para detecção de AP e Zn2+ em diferentes 

amostras (Tabela 26) observou-se que o método é adequado para a finalidade proposta, 

com faixa linear, limites de detecção e recuperações comparáveis a métodos descritos na 

literatura (batelada) com diferentes sistemas de detecção (espectrofotométrica, 

espectrofluorimétrica e eletroquímicos).  

O método SIA mostrou-se seletivo para detecção de sêmen empregando a 

estratégia de detecção dual baseada nos marcadores AP e íons Zn2+. Essa abordagem 

reduz aspectos relacionados a falsos positivos, uma vez que o sêmen apresenta 

concentrações elevadas de ambos os analitos. Quando aplicado à diferentes amostras, a 

seletividade do método foi comprovada, visto que, somente o sêmen apresentou um sinal 

expressivo para ambos os marcadores, isto é, as demais amostras testaram negativo para 

pelo menos um dos marcadores avaliados. Portanto, o método SIA proposto apresenta 

alta confiabilidade na identificação de sêmen, minimizando potenciais interferências. 
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Tabela 26. Comparação entre os métodos SIA e batelada na detecção do analito. 

AP 

 Este trabalho Hu et al., 2016 Guo et al., 2019 Qian et al., 2015 Huang et al., 2016 Huang et al., 2020 

Amostra Semen blood serum - serum serum 

Método SIA Batelada Batelada Batelada Batelada Batelada 

Faixa linear (U L-1) 19 – 190 20 - 220 0,05 – 40 18,2 – 1300 3,8 – 22,8 0,05 - 100 

Detecção espectrofotométrica espectrofotométrica espectrofotométrica fluorescente fluorescente Fotoeletroquímica 

LOD (U L-1) 9,4 3,2 0,0088 5,5 1,3 0,016 

RSD (%) 1,0 - 4,3 - 1,2 5,2 

Recuperação (%) 93,0 - 100,9 - - 80 97,8 - 98,8 97,0 – 104,0 

Zn2+ 

 Este trabalho Uddin et al., 2013 
Islam; Ahmed, 

2013 
Amin; Issa, 2003 

van Staden; 

Tsanwani, 2001 
Ribeiro; Masini, 2014 

Amostra Semen water blood serum pharmaceutical sediment extracts 

Método SIA Batelada Batelada Batelada SIA SIA 

Faixa linear (μM) 10 – 75 15 - 185 0,3 – 61 0,1 – 5,4 150 - 915  0,3 - 7,7 

Detecção espectrofotométrica espectrofotométrica espectrofotométrica espectrofotométrica espectrofotométrica eletroquímica 

LOD (μM) 3,0 4,4 0,076 0,024 6,4 0,06 

RSD (%) 0,7 4,4 1,0 1,5 0,9 7,0 

Recuperação (%) 87,7 - 99,3 94,8 - 102,0 - 98,3 – 101,2 98,5 71,7 – 105,0 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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3.4 Comparação dos métodos SIA e batelada com base nos princípios da química 

verde 

Procedimentos analíticos mais seguros para os usuários e menos agressivos ao meio 

ambiente são o foco da química analítica verde. Para avaliar o impacto ambiental de uma 

metodologia analítica diferentes critérios podem ser avaliados, como a quantidade e 

toxicidade dos reagentes utilizados, geração de resíduos, consumo energético, 

miniaturização e automação do procedimento (Kowtharapu et al., 2023; Yin et al., 2024). 

Assim, para avaliar as características do procedimento que aderem aos princípios da química 

verde, foram comparadas duas ferramentas métricas para cálculo, o AGREE (Fig. 46A, B) e 

AGREEprep (Fig. 46C, D) (Pena-Pereira et al., 2020; Wojnowski et al., 2022), realizando a 

comparação entre o procedimento em SIA e os métodos em batelada. O desempenho do 

procedimento em cada princípio é representado por uma escala de cores intuitiva, que varia 

entre o vermelho, amarelo e verde, além de uma escala métrica, sendo que mais próximo da 

unidade indica maior proximidade com um procedimento mais verde. 

Figura 46. Avaliação AGREE dos métodos de detecção de íons AP e Zn2+: (A) SIA e (B) em 

batelada. Avaliação AGREEprep (C) SIA e (D) em batelada. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Para o método SIA (Fig. 46A) e batelada (Fig. 46B) utilizando a calculadora AGREE, 

que compreende os 12 princípios da química verde, obteve-se os valores de 0,8 e 0,67, 

respectivamente. Indicando que o SIA é um procedimento mais verde (mais próximo de 1), 

assim, o método é considerado mais verde. Visto que, o AGREE possui algumas limitações 

como, não considerar a ecologização da preparação da amostra e consumo energético, o 

AGREEprep foi proposto para preencher essa lacuna (López-Lorente et al., 2022), contudo, 

essa ferramenta avalia 10 princípios da química verde focando na preparação de amostra, 

assim, foram obtidos índices de 0,75 para o procedimento em SIA (Fig. 46C) e 0,59 para 

batelada (Fig. 46D). Desta forma, ambas as ferramentas foram concordantes em relação ao 

procedimento SIA como sendo mais sustentável. Portanto, os índices calculados estão 

associados as diferentes vantagens que o sistema SIA desenvolvido possui, como: redução 

do consumo de amostra, reagentes e da geração de resíduos, processo automatizado, 

detecção dual, tempo de análise reduzido e a exposição do operador é minimizada. 

 

4. CONCLUSÃO 

O sistema desenvolvido SIA com detecção dual de AP e íons Zn2+ mostrou-se 

sensível, preciso, seletivo e passível de ser implementado em análise de rotina para 

identificação de amostras de sêmen. Os LOD obtidos permitem identificar a amostra de 

sêmen em níveis vestigiais, conferindo alta eficácia e confiabilidade a metodologia. A 

seletividade do método foi comprovada frente a amostras sintéticas complexas e amostras 

reais (salina, urina e soro sanguíneo), demonstrado que a detecção dual dos marcadores AP 

e Zn2+ permite a identificação do sêmen de forma inequívoca. Assim, o método desenvolvido 

pode contribuir em investigações criminais, minimizando falsos positivos, reduzindo o 

volume e a manipulação da amostra, e superando limitação dos métodos existentes. 
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Woźnica, E., Maksymiuk, K., & Michalska, A. (2014). Polyacrylate microspheres for 

tunable fluorimetric zinc ions sensor. Analytical chemistry, 86(1), 411-418. 

doi:10.1021/ac4033142  

 

Tambaru, D., Nagul, E. A., Almeida, M. I. G., & Kolev, S. D. (2024). Development of a 

sequential injection analysis method for the automatic speciation of inorganic selenium in 

water samples. Microchemical Journal, 201, 110688.  

https://doi.org/10.1016/j.microc.2024.110688 

 

Tay, J. W., Joudo, J., Tran, T., Ta, H., Botting, J. L., Liew, Y. C., and Rye, M. S. (2021). 

Comparison of Crime-lite® 82S, Polilight® PL400 and Polilight® PL500 for the detection of 

semen and saliva stains. Australian Journal of Forensic Sciences, 53(4), 483-493. 

https://doi.org/10.1080/00450618.2020.1718208 

 

Trang, N. T., Sang, T. T., Hoang, N., Khanh, N. T. G., & Duc, T. T. (2018). Assessment of 

the level of seminal zinc and fructose concentration in seminal plasma of Vietnamese 

infertile men. MOJ Biorg. Org. Chem, 2(4), 185-190. 10.15406/mojboc.2018.02.00079 

 

Yin, L., Yu, L., Guo, Y., Wang, C., Ge, Y., Zheng, X., ... & Shi, M. (2024). Green analytical 

chemistry metrics for evaluating the greenness of analytical procedures. Journal of 

Pharmaceutical Analysis, 101013. https://doi.org/10.1016/j.jpha.2024.101013 

 

Zha, S., Wei, X., Fang, R., Wang, Q., Lin, H., Zhang, K., and Wang, Z. (2020). Estimation 

of the age of human semen stains by attenuated total reflection Fourier transform infrared 

spectroscopy: a preliminary study. Forensic Sciences Research, 5(2), 119-125. 

https://doi.org/10.1080/20961790.2019.1642567 

 

https://doi.org/10.1016/j.trac.2022.116553
https://doi.org/10.1016/j.aca.2013.06.015
https://doi.org/10.1016/j.microc.2024.110688
https://doi.org/10.1080/00450618.2020.1718208
https://doi.org/10.15406/mojboc.2018.02.00079
https://doi.org/10.1016/j.jpha.2024.101013
https://doi.org/10.1080/20961790.2019.1642567


 

138 
 

 

7. CONCLUSÃO GERAL 

Em decorrência do número excessivo de casos de violência sexual contra a mulher, 

o desenvolvimento de dispositivos portáteis, capazes de detectar de forma simples e rápida 

marcadores forenses em fluidos biológicos, são possíveis alternativas para coibir esse tipo 

de crime. As metodologias desenvolvidas visam uma aplicação qualitativa e quantitativa, 

para frutose, fosfatase ácida e zinco, presentes no sêmen. Concordante com os resultados 

obtidos observam-se metodologias sensíveis, confiáveis e reprodutíveis, permitindo análises 

rápidas com aplicação in loco, apresentando forte contribuição científico-acadêmica e social. 

Diante disso, podem auxiliar nas investigações criminais, uma vez que, não apresentam as 

limitações expressas em outros testes, além da seletividade frente a outros fluidos biológicos 

e potenciais interferentes. Adicionalmente, esses métodos podem ser utilizados também 

como outros tipos de testes, a exemplo testes de infertilidade e diagnóstico de doenças. 

 

8. PERSPECTIVAS 

 Finalizar os ensaios com a Fosfatase ácida no μPAD (Anexo 2). 

 Confecção e teste do μPAD com tripla detecção (Fig. 47). 

Figura 47. Designer do COLOR – A, dispositivo com tripla detecção (frutose, fosfatase ácida e 

zinco). 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 
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Anexo 1. Modelo dos formulários eletrônicos empregados na coleta de dados para validação qualitativa. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025.
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Anexo 2. Gráfico da intensidade de cor em função da concentração da AP (0 – 36 U L-1), 

[Fenilfosfato] = 10 mM, K3Fe(CN)6 a 1% (m/v), 4-AAP a 0,6 (m/v) a 25 ºC. Canal de cor utilizado: 

Magenta. A figura dentro do gráfico representa as zonas do µPAD onde ocorreu a reação 

colorimétrica. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2025. 

 

 


