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RESUMO 
 

O leite é um produto amplamente consumido em escala global e diferentes práticas de 

adulteração e fraudes são relatadas. A adição de Ácido Salicílico (AS) configura como adulteração 

pois é utilizada para diminuir o crescimento de microrganismos, resultando no aumento do valor 

agregado do leite. Entretanto, sua ingestão em excesso pode causar patologias gastrointestinais e, 

inclusive, levar ao óbito. Geralmente, os métodos analíticos oficiais são trabalhosos, demorados e 

caros, o que limita a utilização em análises de rotina. Em decorrência disso, o desenvolvimento de 

métodos analíticos alternativos para análise de leite é de grande relevância. A presente dissertação 

apresenta o desenvolvimento de um método analítico simples, rápido, miniaturizado, portátil e de 

baixo custo para determinação de ácido salicílico em leite. O método foi baseado na formação de 

um complexo colorido após a reação entre o analito e íons Fe(III) realizada em papel de filtro. A 

quantificação foi realizada pela técnica de processamento de imagens digitais em diferentes tipos 

de leite. O método desenvolvido apresentou linearidade de AS em função do parâmetro de escala 

de cinza em faixas de concentração de 100 a 1200 mg L-1 para solução padrão de AS em etanol, 

100 a 1500 mg L-1 (R2 = 0,9908) para leite cru, 300 a 2000 mg L-1 (R2 = 0,9916) para leite 

desnatado, 500 a 2000 mg L-1 (R2 = 0,991) para leite em pó, 100 a 2000 mg L-1 (R2 = 0,9917) para 

leite integral, e 100 a 1500 mg L-1 (R2 = 0,9937) para leite zero lactose. A exatidão do método foi 

obtida pela avaliação da porcentagem de recuperação e foi obtido valores entre 71 e 120%. A 

precisão do método foi avaliada com a determinação de AS em 12 amostras de leite desnatado 

fortificadas com concentração de 500 mg L-1 e apresentou coeficiente de variação de 0,7%.  As 

amostras de leite submetidas ao método desenvolvido foram adquiridas no comércio local e o leite 

cru foi coletado na zona rural de Iturama. A presença do AS não foi detectada em nenhuma das 

amostras avaliadas. A avaliação dos parâmetros analíticos obtidos e a aplicação em diferentes 

amostras de leite resultou em um método analítico simples, miniaturizado e sem etapa de preparo 

de amostras para determinação de AS em leite como ferramenta para identificação de práticas de 

adulteração.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Ácido Salicílico, leite, reação colorimétrica, adulterações, RGB. 

 
 



 
 

 

ABSTRACT 
 

Milk is a widely consumed product on a global scale and different practices of adulteration 

and fraud are reported. The addition of Salicylic Acid (SA) configures as adulteration because it is 

used to reduce the growth of microorganisms, resulting in the increased added value of milk. 

However, its excessive intake can cause gastrointestinal pathologies and even lead to death. 

Generally, official analytical methods are laborious, time-consuming, and expensive, which limits 

their use in routine analysis. As a result, the development of alternative analytical methods for milk 

analysis is of great relevance. This dissertation presents the development of a simple, fast, 

miniaturized, portable, and low-cost analytical method for the determination of salicylic acid in 

milk. The method was based on the formation of a colored complex after the reaction between the 

analyte and Fe(III) ions performed on filter paper. The quantification was performed by the 

technique of processing digital images in different types of milk. The developed method showed 

linearity of SA as a function of the ash scale parameter in concentration ranges from 100 to 1200 

mg L-1 for standard solution of AS in ethanol, 100 to 1500 mg L-1 (R2 = 0.9908) for raw milk, 300 

to 2000 mg L-1 (R2 = 0.9916) for skimmed milk, 500 to 2000 mg L-1 (R2 = 0.991) for powdered 

milk, 100 to 2000 mg L-1 (R2 = 0.9917) for whole milk, and 100 to 1500 mg L-1 (R2 = 0.9937) for 

zero lactose milk. The accuracy of the method was obtained by evaluating the percentage of 

recovery and values between 71 and 120% were obtained. The accuracy of the method was 

evaluated with the determination of SA in 12 samples of skimmed milk fortified with a 

concentration of 500 mg L-1 and showed a coefficient of variation of 0.7%.  The milk samples 

submitted to the developed method were acquired in the local trade and raw milk was collected in 

the rural area of Iturama. The presence of SA was not detected in any of the samples evaluated. 

The evaluation of the analytical parameters obtained and the application in different milk samples 

resulted in a simple analytical method, miniaturized and without sample preparation for 

determination of SA in milk as a tool for identification of adulteration practices.  

 

KEYWORDS: Salicylic acid, milk, colorimetric reaction, adulterations, RGB 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O consumo e a qualidade do leite 

O leite é um produto de grande importância na alimentação diária devido ao seu elevado 

valor nutritivo e por ser fonte de proteínas, lipídios, carboidratos, minerais e vitaminas. O alto valor 

nutricional se deve a qualidade de suas proteínas, que são divididas em caseínas (α1, α2, β, γ e k), 

proteínas do soro (albumina, α-lactoalbumina, β-lactoglobulina, imunoglobulinas e proteose-

peptonas), além do teor elevado de cálcio, fósforo, magnésio, vitamina A, riboflavina e niacina 1. 

O leite é definido como o produto derivado da ordenha completa e ininterrupta, em condições de 

higiene, de vacas sadias bem alimentadas e descansadas.  

A classificação do leite em tipos A, B ou C foi criada pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) e essa divisão não está relacionada com o valor nutricional de 

cada leite, mas a forma como o gado leiteiro é criado nas fazendas e como o leite é coletado e 

tratado depois da ordenha, Além disso, o impacto de cada etapa na qualidade sanitária, ou seja, na 

quantidade de bactérias lácticas presentes no produto final também é considerado na classificação2. 

O tipo A é ordenhado, refrigerado e pasteurizado imediatamente a coleta e não há interferência do 

contato humano no processo, já que é todo mecanizado. O do tipo B também possui ordenha 

mecânica, porém o transporte do leite poderá ocorrer em um tempo maior e poderá ser transportado 

e envasado em outros locais, sendo assim, o leite do tipo B acaba tendo um número maior de 

bactérias do que o leite A quando se inicia a pasteurização. A produção do leite tipo C tem sido 

desestimulado pelo MAPA, uma vez que, o tempo permitido para o transporte é longo e a ordenha 

é manual, podendo sofrer maiores riscos de contaminação. O tipo C possui maior contagem 

microbiana dentre os tipos de leites reportados 2,3. 

Além de o leite ser consumido diretamente, a demanda do leite é elevada devido aos seus 

produtos derivados 5. O leite é uma das principais commodities agropecuárias mais importantes do 

mundo, sendo uma das industrias mais expressivas no país 4. No Brasil, o mercado de derivados 

do leite é importante, porém, o maior consumo ocorre na forma de leites fluidos 6. No ano de 2018, 

o consumo de leite per capita no Brasil foi de 166,4L/hab, cujo valor está abaixo do consumo de 

países desenvolvidos que é de 250-300 L/hab. Este consumo coloca o leite como o segundo 

segmento mais importante da indústria de alimentos. Segundo os dados do IBGE, nos anos de 2019 

e 2020 o consumo per capita de leite aumentou respectivamente, para 168,7 L/Hab e 171,6 

L/Hab7,8. 



18 
 

De acordo com órgãos oficiais do Brasil, o leite com a classificação “sob inspeção” é aquele 

que é liberado ao comércio mediante vistorias e fiscalizações. O leite que é inspecionado 

apresentou um aumento anual de consumo de 2,1% do ano de 2019 para o ano de 2020, sendo o 

maior aumento da última década. Alguns setores industriais foram prejudicados durante a 

pandemia, porém, o setor de lacticínios não foi afetado consideravelmente. Foi obtido uma queda 

de 1,3% na comercialização de leite sem registo durante este periodo8,9.  

É importante ressaltar ainda que muitos produtores são considerados de pequeno porte, 

atuando no mercado informal, na forma in natura sem qualquer tipo de tratamento térmico e de 

fiscalização sobre o leite 9,10.  

A produção de leite no Brasil tem a maior parte destinada ao mercado de leite fluido e a de 

seus derivados lácteos, principalmente os queijos, iogurtes e os doces. O leite fluido difere-se pelos 

tratamentos térmicos recebidos, podendo ser por pasteurização lenta (LTLT - “Low Temperature 

Long Time”) – com temperatura mantida em 63° durante 30 min – rápida (HTST - “High 

Temperature and Short Time”) – com aquecimento variando de 75-120°C durante 15 seg – ou 

muito rápida (UHT - “Ultra Hight Temperature”) com temperatura de 135° C por 4 seg. É 

necessário frisar que o leite UHT se difere do leite pasteurizado no processamento e não na origem 
11,12. 

A qualidade físico-química do leite é associada ao seu estado de conservação, tratamento 

térmico e integridade física, principalmente, aquela relacionada à adição ou remoção de substâncias 

próprias ou estranhas a sua composição 13. A adição de alguns tipos de substâncias químicas não 

acarreta, necessariamente, em alterações significativas dos parâmetros físico-químicos do produto, 

portanto, os testes básicos de rotina são ineficazes para identificar se uma substância foi adicionada 

ao leite14.  

De forma geral, a grande maioria dos alimentos são alvos da adição de diversos tipos de 

substâncias químicas com o propósito de adulterar a composição original do produto para benefício 

ilícito17,18. No caso específico do leite, devido ao fato de se tratar de uma matéria-prima composta 

por uma grande variedade de substâncias, a modificação da sua composição por adição e/ou a 

substituição por outros ingredientes não lácteos é uma prática recorrente.19,20 Portanto, a legislação 

brasileira define como leite fraudado aquele que for adicionado ou subtraído de qualquer dos seus 

componentes ou se substâncias são adicionadas com objetivo de, por exemplo, aumentar o prazo 
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de validade do produto. Além disso, é considerado fraude se o leite for comercializado como sendo 

de uma categoria diferente ao rotulado 11.  

A adulteração de alimentos é uma prática comum para o azeite de oliva, peixes, produtos 

vegetais com denominações de orgânicos, leite, grãos, mel, café, chás, especiarias, vinho e sucos 
22. Portanto, o cumprimento da legislação visa assegurar a qualidade do produto que chega ao 

consumidor, como alimento saudável e nutritivo, além de garantir as boas condições dos produtos 

derivados. A adulteração do leite é uma prática criminosa, negligente e abusiva. Ressalta-se que 

qualquer substância adicionada ou retirada do leite é considerada fraude, e a única substância que 

é permitida a sua retirada é a gordura. Essa retirada é permitida apenas se for realizada por 

indústrias, visto que a legislação não permite o desnate na propriedade rural. Esta prática é para 

que possam oferecer ao consumidor leites com diferentes porcentagens de gordura, ou seja, o leite 

integral, o semidesnatado e o desnatado22. 

Um dos parâmetros importantes para o controle de qualidade do leite é a contagem de 

bactérias totais, uma vez que quanto menor o nível de contaminação microbiana maior será o valor 

agregado ao produtor pelo litro de leite. A adição de conservantes é uma forma de diminuir a 

contaminação e, por consequência, obter maior remuneração no leite produzido16. Define-se como 

conservante uma substância que tem a finalidade de inibir o crescimento de microorganismos 

durante a fabricação e estocagem, ou para proteger os produtos da contaminação inadvertida 

durante o uso15. As principais substâncias usadas como conservantes são formaldeído, água 

oxigenada, ácido bórico, ácido salicílico, hipocloritos e cloraminas, ácido benzoico e bissulfitos 14. 

O uso de alguns conservantes em alimentos é permitido, como por exemplo o sulfito, desde que 

dentro dos limites regulamentados pela ANVISA. A identificação dos conservantes pode ser 

realizada por métodos qualitativos oficiais descritos na Instrução Normativa Nº 68 do MAPA 

(2006). Estas substâncias podem causar efeitos adversos sérios à saúde e, além disso, interferem 

negativamente na produção de derivados lácteos na indústria, pois dificultam a coagulação do leite 

que é um processo utilizado por exemplo na fabricação dos queijos, requeijões entre outros.  

 

1.2 Ácido Salícilico 

O Ácido Salicílico – 2-hidroxibenzóico ou ácido o-hidroxibenzóico, Figura 1 – é um ácido 

orgânico com pKa1 = 3,0, e o pKa2 = 13,0, possui fórmula molecular C7H6O3 e massa molar de 
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138,12 g/mol. É geralmente encontrado na forma de pó cristalino de cor branca, é pouco solúvel 

em água (2 g/L em 20 °C) e muito solúvel em etanol e éter 25,101.  

 

Figura 1 - Estrutura Química do Ácido Salicílico 

 

Fonte: A autora 
 

Nas plantas, o AS atua na regulação de alguns processos fisiológicos como a germinação 

das sementes, fechamento dos estômatos 26. O AS é o composto pertencente aos salicilatos e 37 e 

atuam como uma molécula sinalizadora em respostas de defesa a resistência de vários patógenos 

em muitas espécies de plantas.  

No setor de cosméticos e produtos de higiene pessoal, é bastante utilizado na fabricação de 

shampoos, sabonetes e cremes de rejuvenescimento facial, entre outros29, bem como insumo base 

para a fabricação de salicilatos para a indústria química entre outras áreas30. Também possui 

propriedade bacteriostática, ou seja, pode ser usado como desinfetante e conservante, porém, 

somente para uso tópico 31. Em uso tópico, a dosagem em concentrações acima de 35 mg dL-1 pode 

levar ao Salicilismo, uma intoxicação causada por ácido salicílico e seus derivados, que possuem 

os seguintes sintomas: náuseas, vômitos, vertigens ou tonturas, hiperatividade, aumento da 

temperatura e, por vezes, convulsões. 

Na indústria farmacêutica, é usado para a síntese do fármaco ácido acetilsalicílico (AAS) 

que é um anti-inflamatório não esteroidal comumente utilizado pelas suas propriedades analgésicas 

e antitérmicas 27. O AS é o principal metabólito do medicamento AAS. Este é hidrolisado para 

salicilatos no estômago e, desta forma, é incorporado na circulação sanguínea. O AS pode ser 

introduzido na cadeia alimentar de animais em pequenas quantidades (μg kg −1) acarretando na 

presença em níveis traços no leite 38.A utilização destes salicilatos, seja na forma de AS ou AAS, 
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nos animais que produzem leite para consumo humano é proibido pela legislação brasileira e 

internacional 21,98,99.  

O ácido salicílico tem sido empregado em fraudes de produtos lácteos com o intuito de 

aumentar a vida útil do produto39. Se ingerido por via oral, o ácido salicílico é absorvido 

rapidamente e pode atingir um valor de pico em cerca de 1 hora40.  Essa ingestão é prejudicial à 

saúde humana, pois pode provocar irritação gastrointestinal, tem efeito cumulativo no corpo e em 

elevadas doses pode danificar o revestimento do estômago e dos intestinos, causando úlceras no 

estômago e nos intestinos, pressão arterial baixa e choque 41.  

 

1.3 Métodos analíticos para determinação de AS  

A adição de conservantes como o AS podem gerar efeitos negativos à saúde humana se 

ingeridos em grande quantidade. Portanto, a legislação que regula a presença dessas substâncias 

deve ser cumprida, é necessário o desenvolvimento de métodos para análise dessas adulterações. 

Diversos métodos analíticos foram desenvolvidos para a determinação de AS em amostras de leite, 

sendo que as técnicas de separação (cromatografia) são as mais usadas para esse fim. Na literatura 

é possível encontrar trabalhos em que a determinação de AS é demonstrada em diferentes matrizes.  

Amostras de leite bovino e de tecido muscular foram analisadas por Cromatografia Líquida 

de Alta Eficiência acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM). O método para determinação 

de AS envolveu duas etapas de preparo de amostra antes da injeção no sistema cromatográfico: 

precipitação das proteínas e extração em fase sólida. O limite de detecção (LOD) obtido nas 

amostras de leite foi de 11,2 µg kg -1 e nas amostras de tecido muscular de 7,03 µg kg -1 41.  

Sistemas de análise em fluxo com detecção espectrofotométrica foram utilizados para a 

determinação de AS em amostras de leite UHT desnatado, leite de vaca cru e leite de cabra 

desnatado. O método baseou-se na reação de complexação do Fe(III) com o AS, obtendo uma faixa 

de trabalho entre 103,6 e 415 mg L-1 42. As técnicas eletroquímicas também podem ser empregada 

para a determinação de AS. Um biossensor amperométrico foi utilizado para determinação de AS 

em amostras de plasma e de leite, por meio da oxidação eletrocatalítica do AS tendo um eletrodo 

de disco de grafite revestido com polipirrol e tecido de banana como fonte de polifenol oxidase . 

O bioeletrodo modificado apresentou uma faixa linear de  AS de 1,0 × 10 −7 até 1,0 × 10 −4 mol L-

1 e limite de detecção de 8,9 × 10 −8 M por voltametria de pulso diferencial 43.  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-oxidation
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/behavior-as-electrode
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/behavior-as-electrode
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/polypyrrole
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/polyphenol-oxidase
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1.4  Parâmetros analíticos de procedimentos para determinação de AS matrizes diversas. 

Todavia, essas técnicas são de custo relativamente alto, utilizam grandes volumes de 

reagentes e solventes, necessitam de etapas complexas e demoradas de pré-tratamento de amostra, 

que geralmente envolvem a precipitação de proteínas e a remoção de gordura. Este tratamento é 

importante para evitar a retenção irreversível dos componentes da amostra em colunas 

cromatográficas ou dispersão de luz nas técnicas espectrofotométricas. Além disso, apresentam 

riscos de adsorção de espécies nas superfícies dos eletrodos e entupimento dos dispositivos de 

introdução de amostras em espectrometria atômica 44. Levando em consideração as desvantagens 

mencionadas, o desenvolvimento de uma proposta que se mostre mais simples, barata, com menor 

consumo de reagentes e que não necessite de etapa de preparo da amostra se faz necessária. 

A Tabela 1 apresenta alguns trabalhos da literatura que determinaram esse analito em 

amostras de leite, frutas, plasma e vegetais. Dos oito trabalhos descritos na Tabela 1, três realizaram 

estudos em amostras de leite, o leite é uma amostra que pode ser bastante explorada quanto a 

determinação de AS, principalmente no que se refere a métodos mais simples, miniaturizadas que 

apresentem um custo menor e que não sejam necessárias etapas de tratamento das amostras. Os 

três trabalhos necessitaram de instrumentações caras como o CLAE-EM, ou de preparo de amostras 

demoradas, salvo a proposta por injeção em fluxo que se trata de apenas uma diluição.  

Gentili e colaboradores demonstraram a dificuldade que existem em análise de anti-

inflamatórios não esteroides (AINEs) em alimentos e amostras biológicas, pois existem fortes 

interações não covalentes estabelecidas com as proteínas da matriz e a quantidade de material 

gorduroso que ocorre. Sendo necessário, na maioria das vezes, algumas etapas de preparo de 

amostra. Desenvolveu-se um procedimento de extração para isolar 15 anti-inflamatórios AINEs 

(acetaminofeno, ácido salicílico, ibuprofeno, diclofenaco, flunixina e seu metabólito 5-hidroxi-

flunixina, nimesulida, fenilbutazona, ácido meclofenâmico, ácido tolfenâmico, meloxicam, 

carprofeno, cetoprofeno, naproxeno e etodolaco). Devido à complexidade das amostras de leite e 

do tecido muscular bovino foram necessárias duas etapas sucessivas de tratamento dessas amostras: 

(a) desproteinização/extração com solvente orgânico, essencial para diminuir a constante dielétrica 

do meio e, portanto, liberar os analitos da matriz; (b) Limpeza de SPE em cartuchos. Como técnica 

de detecção utilizou a cromatografia de fase reversa de pareamento de íons combinada com a 

detecção de eletrospray negativa, sendo capaz de alcançar baixas capacidades de detecção (CCβs) 
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para todos os analitos e, em particular, para diclofenaco cujo Limite Máximo de Resíduos (LMR) 

no leite é de 0,1μg kg -1 41.  
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Tabela 1 - Comparação entre alguns métodos já descritos na literatura para determinação de AS em amostras de alimentos. 

Amostras Preparo das amostras Técnica 

instrumental 

Faixa 

Linear 

 

LOD 

(mg L_1) 

 

Recuperação 

(%) 

 

CV (%) Ref. 

Leite bovino e 

tecido 

muscular 

Acetonitrila, vórtex 

sonicação, centrifugação, 

evaporação de solvente 

centrifugação, SPE 

CLAE-EM/EM 

 

<4.5 

 

0,0112 100 5 [41] 

Plasma e leite 

bovino 

 

Metanol + água 

centrifugação e ajuste de pH 

 

Amperometria 

 

0.013- 13.8 0,0123 97 - [43] 

Leite bovino Diluição com água FIA 100–403 2,58 95 – 107.5 2.2 [42] 

Em conserva 

(manga, 

tamarindo, 

mostarda 

verde, bambu) 

Diluição /aquecimento (80 ° 

C) + agitação + centrifugação 

+ diluição 

Espectrofotometria 

UV-Vis 

100−9000 

 

50 - 7(1.03) 

14(1.69) 

21(82,98) 

[78] 

 

Folhas de 

tomate 

Congelamento com 

nitrogênio 80°C, ajuste de 

pH, agitação, extração e 

centrifugação 

Eletroquímica 0,138-

0,16574 

0,1387 92-98 4,8 [79] 
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Cana-de 

açúcar, milho, 

folhas de soja 

 CLAE-FL 0,1- 4,0 0,03 85-110 3 [80] 

Alimentos em 

conserva 

(mostarda 

verde, brotos 

de bambu, 

manga, limão, 

gengibre) e 

suco de maçã 

Filtradas, tamponadas, 

mantidas em refrigeração 4º. 

Eletroquímica 0,138- 27,9 0,122 84–113%. 3 [81] 

Vegetais Liofillização,pulverização, 

homogeinização e extração 

HPLC-FL 0,02- 200 0,021 88- 97 4 [82] 
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1.5 Dispositivos Analíticos Microfluídicos à Base de Papel (µPADs) 

A utilização de dispositivos microfluídicos é uma estratégia atraente para o 

desenvolvimento de métodos analíticos miniaturizados. Define-se como microfluídica a ciência e 

tecnologia de sistemas que manipulam volumes de fluidos na ordem de 10-9 a 10-18 litros, utilizando 

canais de dimensões de dezenas e centenas de micrômetros, com aplicação em áreas biológicas, 

medicinais, eletrônicas e química 45,46. Algumas características importantes devem ser levadas em 

consideração para a fabricação dos dispositivos microfluídicos, tais como: custo, propriedades 

ópticas e/ou elétricas, biocompatibilidade, facilidade de fabricação e integração e a viabilidade de 

produção em grande escala. A aplicação do dispositivo é que irá direcionar qual processo de 

fabricação se faz mais adequado, podendo ser fabricados a partir de vidro, silício, polímeros, papel, 

entre outros, ou até mesmo por uma combinação destes materiais 47. 

Uma proposta atrativa para fabricação de dispositivos microfluídicos é o uso do papel como 

substrato. Seu uso é bastante vantajoso, principalmente pelo fato de o papel ser um material barato, 

acessível, sustentável, versátil, fácil manuseio e descarte, além de apresentar uma estrutura porosa 

que permite o transporte do fluido de amostra por capilaridade 45,48. A utilização de papel como 

substrato para a realização de reações colorimétricas foi bastante explorada por Fritz Feigl, um dos 

pioneiros nessa área. Ele estudou a reatividade de analitos orgânicos49 e inorgânicos 50 com 

diferentes reagentes em papel de filtro, que foi denominado como spot tests em papel 51. Em 2007, 

o grupo de pesquisa do Professor George M. Whitesides apresentou o uso papel como substrato 

para a fabricação de dispositivos microfluídicos, originando os microfluidic paper-based analytical 

devices (μPADs) 48. 

Os µPADs são fabricados por meio da criação de barreiras físicas utilizando diversos 

materiais de caráter hidrofóbico sobre um papel cromatográfico ou papel de filtro 52. De acordo 

com o desenho utilizado, o fluido irá percorrer o papel pelos canais criados pelas barreiras 

fabricadas. Um dos métodos para criação das barreiras é por meio da impressão de cera. O 

procedimento possui a seguinte sequência: desenha-se a geometria desejada com o auxílio de um 

software gráfico e a cera hidrofóbica é depositada na superfície do papel pela impressora a cera. 

Para que a cera se espalhe e penetre nos poros do papel, de maneira a formar barreiras hidrofóbicas, 

o papel é aquecido usando uma chapa/placa ou uma estufa. Este procedimento é uma alternativa 

simples, que permite produzir uma grande quantidade de dispositivos em uma única impressão 53. 
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O uso de microdispositivos impressos pelo método de cera para aplicações analíticas 

colorimétricas envolvendo o leite foi previamente descrito na literatura. Um método desenvolvido 

foi utilizado para a detecção qualitativa de ureia, detergente e os neutralizadores do tipo carbonatos 

e bicarbonatos em amostras de leite de vaca e de búfala. Os autores adicionaram intencionalmente 

os adulterantes à amostra como um controle para demonstrar a viabilidade analítica dos μPADs 54. 

Outra proposta foi desenvolvida para quantificar sulfonamidas no leite e a reação colorimétrica 

utilizada foi entre a anidrase carbônica (CA) e acetato de 4-nitrofenil. A metodologia apresenta-se 

com uma boa linearidade (R 2 = 0,986) na faixa linear de sulfonamidas no leite de 2,5 a 40,0 µmol 

L -1, indicando uma  boa seletividade para os medicamentos mesmo em uma matriz altamente 

complexa 55. 

 

1.5.1 Detecção Colorimétrica 

 Os métodos colorimétricos têm como princípio a determinação de um analito em função 

da mudança de cor provocada a partir de uma reação utilizando um reagente colorimétrico 59. Para 

se obter um melhor sinal analítico no método colorimétrico, a escolha do reagente com alta 

seletividade ao analito é essencial. Pode-se classificar os reagentes colorimétricos em função do 

tipo de interação, tais como: indicadores ácido-base, agentes precipitantes com íons metálicos, 

reagentes solvatocrômicos, indicadores redox, agentes de complexação, entre outros 60. 

Uma reação colorimétrica pode ser aplicada de forma qualitativa e quantitativa. A mudança 

de cor provocada pela adição de um reagente é um indício qualitativo da presença de uma 

determinada substância. Do ponto de vista quantitativo, a quantidade de luz absorvida pela solução 

contendo a reação colorimétrica é medida pela técnica de espectrofotometria de absorção no UV-

Vis. Essa técnica espectrofotométrica clássica se baseia na medição da quantidade luz transmitida 

pela amostra após a incidência de radiação de comprimento de onda adequado. A quantidade de 

luz absorvida – denominada de absorbância – é a razão logarítmica entre a intensidade de luz 

transmitida pela solução da amostra e a intensidade de um solução referência (transmitância total). 

Pela lei de Lambert-Beer, a concentração da espécie absorvedora é proporcional a absorbância 61.   

Uma abordagem de baixo custo, portátil e de fácil manuseio para a aplicação quantitativa 

das reações colorimétricas é a utilização de dispositivos eletrônicos de aquisição de imagens 

digitais, extração da informação de intensidade de cor e a sua relação com a concentração do 

analito. Dentre as diversas aplicações dessa abordagem, é possível encontrar trabalhos relacionados 
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às áreas de análise ambiental 62, bioanalítica 63 e análises de alimentos 64 utilizando diferentes tipos 

de substratos para a realização das reações. Um exemplo é a determinação de glicose e proteínas 

totais, por meio da oxidação enzimática do iodeto a iodo, onde a mudança de cor se dava do incolor 

para marrom em decorrência da presença da glicose. Para as proteínas totais, a cor foi gerada 

quando o reagente azul de tetrabromofenol (do inglês tetrabromophenol blue, BHT) sofre ionização 

e liga-se às proteínas, ocasionando uma alteração de cor de amarelo para azul 65. 

Outro método desenvolvido utilizou μPADs para a determinação simultânea de ureia, H2O2 

e pH em 16 amostras de leite. O dispositivo foi construído com três zonas de detecção interligadas 

a zona de amostragem, utilizando o tratamento de imagens digitais. O método apresentou uma faixa 

linear nos intervalos de concentração de 0–30,0 mmol L -1, 0–10,0 mmol L-1 e 6,0-9,0 para ureia, 

H2O2 e pH, respectivamente. Os valores de limite de detecção obtidos para ureia e H2O2 foram de 

2,4 mmol L −1 e 0,1 mmol L −1, respectivamente. Para as medidas de pH, o ensaio colorimétrico 

permitiu o monitoramento do pH da solução com resolução de 0,25 unidades. A reprodutibilidade 

apresenta-se como adequada (RSD ≤ 6,0%), precisão (91–102%) 66. 

 

1.5.2 Uso de modelos de cores RGB para aplicações analíticas 

A utilização de processamento de imagens digitais obtidas para fins quantitativos é possível 

devido a extração da informação de intensidade de cor usando modelos de cores computacionais. 

Diversos modelos são existentes, tais como RGB, CMY, HSV e outros, porém, o RGB é o mais 

utilizado pelos sistemas de aquisição de imagens.  

Um dispositivo eletrônico representa uma cor por meio da conversão de uma informação 

digital em intensidade de cor. De forma geral, a informação digital é obtida pelo modelo de cor 

utilizado. Um modelo de cores é a representação tridimensional onde cada cor tem sua 

representação em um ponto do sistema de coordenadas cartesianas. Os modelos mais usados para 

representar as cores são: RGB (do inglês: red, green and blue), CMY (do inglês: cyan, magenta 

and yellow) e CMYK (variante do modelo CMY, onde k denota Black), HSI (do inglês: hue, 

saturation, intensity) e Lab (Luminosidade, a e b) 67,68. 

Dentro do contexto da química analítica, para que seja possível a quantificação por meio de 

reações colorimétricas, é necessário transformar a cor em um parâmetro numérico, que seja 

proporcional a concentração do analito. Um dos modelos utilizados para representar as cores em 

dispositivos e imagens digitais é o modelo de cores RGB, Figura 2. Este modelo baseia-se numa 
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combinação aditiva das três cores primárias: vermelho, verde e azul, que se encontram 

representados num sistema de coordenadas cartesianas, o qual é visualizado como um cubo 3D 69, 

como apresentado na Figura 3. Os três eixos perpendiculares representam as cores primárias, 

vermelho (Red), verde (Green) e azul (Blue) e nos outros três eixos as cores secundárias. Na origem 

se localiza a cor preta e do seu lado oposto a cor branca, entre essas duas cores a escala de cinza 70. 

Por convenção, usa-se valores normalizados de 0 e 1 para indicar a cor, e as cores são definidos 

por vetores que parte da origem neste modelo 71. 

 

Figura 2 - Representação dos modelos de cor RGB. 

 
Fonte: MADEIRA, 2012 

 

Figura 3 - Cubo 3D de cores RGB, e representação da escala de cinza (EC), localizada entre 

as colorações pretas (0, 0, 0) e a coloração branca (1, 1, 1) 

 
Fonte: CARDOSO, 2014. 
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Neste modelo RGB, cada tonalidade de cor é representada digitalmente por um canal de 8 

bits, podendo armazenar 8 bits de informação em cada canal. Portanto, cada tonalidade dessas três 

cores poderá variar de 0 a 255 (28 = 256). Isso gera um total de 16 milhões de combinações. Ao 

canal 0 é observado a ausência total de uma cor, já o canal 255 representa a intensidade máxima 

da mesma cor através da combinação dos três canais, ou seja, o canal branco é a intensidade 

máxima das três cores primarias aditivas (255, 255, 255) 72. Os valores de RGB trazem informações 

relevantes se interpretados de maneira correta, onde a intensidade da cor obtida faz-se proporcional 

a intensidade dos valores RGB.  

Os registros de cores no modelo RGB podem ser convertidos em uma escala 

monocromática de tonalidade de cinza (Escala de cinza, EC). A Equação 1 é utilizada para realizar 

esta transformação. Este procedimento é de simples aplicação dentro de um processo de 

quantificação, visto que quanto maior a quantidade de moléculas contra o fundo branco maior será 

a intensificação da cor visível de solução e, consequentemente, incremento na intensidade na 

tonalidade de cor cinza. Desta forma, é possível associar um sinal analítico de 3 canais (R, G, B) a 

um único valor 71,73. 

𝐸𝐸𝐸𝐸. 1) 𝑓𝑓(𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅) =  0,2989 𝑅𝑅 +  0,5866 𝑅𝑅 +  0,1145 𝑅𝑅 

Onde f(RGB) é uma escala de cinza e varia de 0 a 255, R é o componente vermelho, B é o 

componente azul e G o componente verde 71,72.  

 O uso do scanner vem sendo bastante adotado para obtenção das imagens digitais dos 

sistemas analíticos. Existem basicamente três tipos: manuais, de mesa ou de cilindro e a mais 

utilizada no processamento de imagens é o scanner de mesa. A calibração neste equipamento é 

realizada pelo modelo impresso, geralmente, fornecida pelo programa do scanner. Assim, quando 

a imagem é capturada o programa compara os valores obtidos com os valores esperados e pode, 

então, gerar um perfil de correção para aquele scanner 70,72. Um parâmetro importante é a resolução, 

a qual indicará o número definido de pontos por polegada (dot per inch) que terá a imagem, quanto 

maior o número de pontos por polegada, maior será a resolução e, com isso, uma melhor qualidade 

gráfica. Em termos de qualidade da imagem ao uso do scanner de mesa convencional a literatura 

trás o uso de 300 e 600 dpi como sendo o de melhor qualidade e resolução 71. 
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1.6  Reação de complexação do Ferro (III) e AS 

Reações colorimétricas são empregadas na determinação de salicilato em análises clínicas 

pela relativa facilidade, sendo o teste de Trinder o mais usado 74. Esse teste envolve a formação de 

um complexo colorido entre AS e Fe(III) 75
, onde o AS atua como ligante bidentado para formar 

um composto quelato, como demonstrado na Figura 4. 76 O mecanismo da reação se dá da seguinte 

forma: O hidrogênio fenólico que é fracamente ácido sai e se coordena ao metal formando um anel 

de seis membros, através dos grupos fenolato e carboxilato do ácido salicílico 77.  

 

Figura 4 - Reação de formação do complexo ocorrendo entre o Fe(III) e o AS. 

 
                                                           

Fonte: A autora 

 

           Um método para determinação de salicilato utilizando a técnica de injeção em fluxo 

automatizada com base na reação colorimétrica do Fe(III) em meio ácido foi desenvolvido e 

aplicado para determinar salicilato no soro, e em comprimidos. Os resultados indicam uma  

precisão com coeficiente de variação inferior a 1% em todos os casos. Recuperações de salicilato 

de soros enriquecidos (100-1000 mg L -1) variaram de 96,4–102,5%, e de soluções de amostra 

enriquecidas de ácido acetilsalicílico, 97,8–103,0%. Os resultados da análise de formulações de 

medicamentos comerciais obtidos com o método proposto concordaram bem com os 

procedimentos atuais 78. Portanto, essa reação é efetiva para ser aplicadana determinação de AS 

em diferentes tipos de amostras. 

 

 

Ácido Salicílico 

 

Complexo AS-Fe(III) 
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2 OBJETIVO GERAL 
 

O objetivo geral deste trabalho é o desenvolvimento de um método analítico simples, 

rápido, de baixo custo e sem etapa de preparo de amostra para determinação de ácido salicílico em 

amostras de leite. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 Otimizar as condições da reação colorimétrica entre AS e Fe(III) em dispositivos 

microfluídicos em papel; 

 Avaliar os modelos de cores para relação da intensidade da cor gerada com a concentração 

do analito; 

 Obter parâmetros analíticos tais como precisão, exatidão, linearidade e limite de 

quantificação 

 Aplicar o método desenvolvido em amostras de leite desnatado, cru, integral, zero lactose 

e em pó. 
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Instrumentação e materiais  

Para o preparo das soluções estoques a partir de padrões sólidos, utilizou-se uma balança 

analítica Shimadzu, modelo AUY220 com precisão de ± 0,1 mg. Todas as soluções foram 

preparadas a partir de reagentes com grau de pureza analítica. A solução estoque de Fe(III) foi 

preparada em um balão volumétrico de 10,00 ± 0,025 mL (Tlerwex), dissolvendo 1,0031g de 

cloreto de ferro hexahidratado (FeCl3.6H2O) (Vetec) em álcool etílico (Dinâmica) e completando-

se o volume do balão até o menisco. A solução estoque de AS foi preparada em um balão 

volumétrico de 25,00 ± 0,03 mL (Salelit), pela dissolução de 1,7310 g de Ácido Salicílico (Sigma-

Aldrich) em álcool etílico. Soluções de concentrações de trabalho de Fe(III) e AS utilizadas nas 

etapas de otimização foram preparadas por diluições utilizando micropipetas labsystem de 

intervalos de volumes de 20-200 ± 0,2 µl e 0,5-10 ± 0,02 µl a partir das soluções estoque. Para 

aquisição do espectro de absorção do complexo AS-Fe(III) utilizou-se um espectrofotômetro 

Thermo Scientific Genesis 10S e um espectrofotômetro UV-Vis Shimadzu UV-1201. O ácido 

clorídrico (HCl) 37% na concentração 1mol L-1 foi preparado diluindo 84mL em 1L de água. O 

éter etílico foi obtido da Synth, para o procedimento do método oficial indiano. 

 

3.1.1  Fabricação dos μPADs      

Os μPADs foram fabricados pelo método de cera utilizando uma impressora de cera 

adequada (Xerox ColorQube 8580, New York, Estados Unidos). O substrato empregado foi um 

papel de filtro quantitativo (Whatman 1, Whatman, Millipore, EUA). As zonas reacionais 

circulares dos dispositivos foram desenhadas com o auxílio do software gráfico InkscapeTM. 

Posteriormente, os dispositivos impressos foram submetidos a uma temperatura de 200 ºC por 180s 

em uma chapa de aquecimento (GT-CAD5L). É importante ressaltar que a etapa de aquecimento 

se faz necessária para promover a fusão da cera, e, assim, criar as barreiras hidrofóbicas de cera no 

substrato de papel. Na Figura 5, é apresentado um fluxograma com as etapas da fabricação.  
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Figura 5 - Fluxograma da fabricação dos μPADs 

 
Fonte: A autora 

 

3.1.2  Obtenção das imagens digitais e tratamento dos dados  

A quantificação foi realizada por meio da aquisição e processamento das imagens digitais 

dos sistemas analíticos adquiridas por um scanner HP Deskjet G4050 com resolução de 300 dpi. 

Na Figura 6 é apresentado o fluxograma de como foi realizado o processamento das imagens 

usando o software Image J e na Figura 7 temos a interface do software para extração dos parâmetros 

de intensidade de cor pelo modelo RGB. 

Basicamente, os μPADs foram escaneados mantendo o cuidado de estarem sempre 

colocados na mesma posição do scanner. A imagem digital é obtida e processada no software 

ImageJ®. Nesta etapa é necessário que a seleção da área da imagem seja a mais homogênea e 

representativa possível. Assim, o programa é capaz de calcular a área selecionada fornecendo os 

respectivos valores de RGB que compõem a coloração da área selecionada, na faixa de 0 a 255. De 

posse dos dados de RGB, estes foram exportados para o programa Microsoft Excel (versão 2019) 

e, por fim, os dados foram convertidos para a escala de cinza (EC) utilizando o algoritmo matricial 

f(RGB), conforme Eq. 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Impressão a cera 
Aquecimento 
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Figura 6 - Fluxograma do Tratamento da imagem usando software ImageJ  

 

 
Fonte: A autora 

 

 

Figura 7 - Interface do software de obtenção dos valores de RGB 

 
Fonte: A autora 

 

3.2 Amostras de leite 

As amostras de leite integral, zero lactose, desnatado e em pó foram obtidas no mercado 

local da cidade de Uberlândia/MG, bairro Santa Mônica. O leite cru foi coletado em um sítio 

localizado na cidade de Iturama/MG. As amostras foram mantidas sobre refrigeração e não 

passaram por nenhuma etapa de pré-tratamento.  Com auxílio de uma micropipeta, 50 µL da 

amostra de leite foi adicionado ao μPADs. Após a secagem, 50 µL da solução de Fe(III) foi 

adicionado. Os μPADs foram escaneados e processados conforme descritos no item 3.1.2.  Este 
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procedimento foi realizado em triplicatas. O leite em pó foi preparado solubilizando 26,0583g da 

amostra em 200 mL de água.   

 

3.3 Parâmetros analíticos avaliados  

Os parâmetros analíticos constituem um conjunto de atributos mensuráveis que definem a 

qualidade, desempenho e a confiabilidade desse método. Os parâmetros utilizados para determinar 

o desempenho do método proposto foram: Linearidade, Faixa linear de trabalho, Exatidão, 

Precisão, Limite de detecção, Limite de quantificação.  

 

4 RESULTADOS 
 

4.1 Otimização das condições de reacionais entre Fe(III) e AS em solução 

O método analítico proposto no presente trabalho foi baseado na formação de um complexo 

entre ácido salicílico e o íon Fe(III). Os testes iniciais foram realizados em solução onde o objetivo 

era observar qualitativamente a formação deste complexo. A Figura 8 apresenta as soluções de (1) 

AS de concentração 400 mg L-1, (2) Fe(III) de concentração 80mg L-1 e (3) complexo AS-Fe(III), 

este apresentou uma coloração diferente da solução aquosa de AS e da solução de Fe(III).  

 

Figura 8 - Teste qualitativo da obtenção do complexo AS-Fe(III) 

 
Fonte: A autor 

1 2 3 
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4.2 Obtenção e avaliação do espectro de absorção molecular do complexo  

Para a obtenção do espectro de absorção do complexo AS-Fe(III), foram preparadas 

soluções de AS de concentração 400 mg L-1 e Fe(III) 80mg L-1. Em seguida, essas soluções foram 

misturadas em um balão volumétrico de 10,0 mL. Após a homogeneização dessa solução, uma 

alíquota de 3,0 mL foi transferida para uma cubeta de quartzo e levada ao espectrofotômetro 

fazendo uma varredura de comprimento de onda de 200 a 600 nm, O espectro de absorbância é 

apresentado na Figura 9a. A relação entre a absorbância com a concentração do complexo em 

diferentes comprimentos de onda foi avaliada. Para isso, foram adicionadas alíquotas de Fe(III) 

0,05 mol L-1 em três soluções distintas de concentrações de AS 0,03 mol L-1, 0,01 mol L-1, e 5.10-

3 mol L-1. Observa-se pela Figura 9b que o pico de absorbância máxima ocorre em 520 nm, obtendo 

uma relação direta com a concentração do AS. O resultado obtido neste experimento apresenta uma 

concordância com o desenvolvido por Pereira e colaboradores 89 que obteve absorbância máxima 

em 525 nm, o que o permitiu a determinação espectrofotométrica do teor de ferro a partir desta 

reação. 
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Figura 9- Espectros de absorção obtidos entre os comprimentos de onda de 200 a 600 nm para (a) 

400 a 600 nm (b) a formação de AS-Fe(III) nas concentrações de AS 0,03 mol L-1, 0,01 mol L-1 e 

5.10-3 mol L-1 e de Fe(III) 0,05 mol L-1 

(a)   

(b)  

 

4.3 Estudo qualitativo do ácido láctico como um possível interferente na reação 

Os ensaios qualitativos se definem como sendo aqueles que geram informações de resposta 

apontando presença ou ausência de determinadas substâncias nas amostras a serem analisadas. 
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Assim, os resultados de uma análise qualitativa são respostas binárias como: presente/ausente, 

positivo/negativo ou sim/não 84,90. Considerando que amostras de leite fresco podem conter 

concentrações de ácido lático residual de aproximadamente 1–2 mmol L-1, podendo aumentar para 

10 – 20 mmol L-1 por causa da fermentação microbiana 91, faz-se necessário a avaliação deste 

componente como um possível interferente na determinação do AS em leite. O ácido lático 

apresenta um grupo carboxilato em sua estrutura – conforme demonstrado na Figura 10 – é capaz 

de reagir com o Fe(III), intensificando ou atenuando o sinal analítico. 

 

Figura 10 - Estrutura química do ácido láctico 

 

Fonte: A autora 

 

As soluções de ácido láctico foram preparadas nas concentrações de 20, 15, 10, 5 e 2 

mmol L-1 em álcool etílico. 2 mL de cada uma dessas soluções foram adicionadas a tubos de 

ensaios, seguidos de 1 mL da solução de Fe(III) 0,05 mol L-1. Como visto na Figura 11, a 

solução não apresentou mudança de cor ao adicionar o Fe(III) e, portanto, o ácido láctico não 

pode ser considerado um interferente na reação com Fe(III), nas concentrações avaliadas.  
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Figura 11 - Teste qualitativo da reação do ácido láctico com o Fe(III) 

 
Fonte: A autora 

 

4.4 Otimizações dos μPADs para utilização como substrato da reação colorimétrica 

Para a obtenção das melhores condições para a detecção da reação colorimétrica, alguns 

parâmetros foram avaliados, tais como: volume da solução de Fe(III) e AS a ser adicionada no 

papel, estabilidade do produto formado e a ordem de adição dos reagentes. Estes parâmetros foram 

otimizados para que resulte em maior uniformidade da cor formada, gerando assim, uma maior 

intensidade de sinal analítico. Diante do exposto, foram variadas as seguintes condições 

experimentais: diâmetro do μPADs (volume de reagentes), ordem de adição dos reagentes e tempo 

para obtenção da imagem digital.  

Inicialmente, o spot test em papel foi fabricado e avaliado com um diâmetro de 10mm. Com 

auxílio de uma micropipeta, impregnou-se 10 µL da solução padrão de AS 400mg L-1 e após a 

secagem, adicionou 10 µL de Fe(III) 80mg L-1. A reação ocorreu instantaneamente. Este teste 

inicial permitiu observar qualitativamente a formação do complexo  AS-Fe(III), evidenciada pela 

coloração roxa. Na Figura 12, observa-se a coloração característica do complexo gerado, ao lado 

temos a representação do branco que apresentou a coloração amarela, ou seja, a aplicação do papel 

como substrato de reação é eficaz.  

  

1 5 4 2 3 



41 
 

Figura 12 - Teste da utilização do papel como substrato para a reação colorimétrica 

 
                                               AS-Fe(III)                  Branco 

 

4.4.1 Influência da ordem da adição dos reagentes no padrão 

 A ordem de adição dos reagentes ao μPADs é um parâmetro importante a ser avaliado, pois 

em alguns casos ocorre diferenças significativas entre a intensidade de cor do produto formado em 

função da ordem de adição. Primeiramente, 10 μL 400 mg L-1 da solução padrão de AS foi 

adicionado ao papel e em seguida 10 μL da solução padrão de Fe(III) 80 mg L-1.  No segundo 

experimento, foi adicionado 10 μL 80mg L-1 da solução padrão de Fe(III) e em seguida 10 μL da 

solução padrão de AS 400mg.L-1.  As imagens digitais dos dois experimentos foram obtidas e as 

informações de intensidade de cor (RGB) foram extraídas. O sinal analítico final foi considerado 

como sendo a subtração do valor de escala de cinza do branco com o valor da escala de cinza do 

experimento contendo AS (EC branco- EC sinal). Com a interpretação dos dados gerados pelo 

experimento, observou-se uma maior uniformidade e maior intensidade do sinal ao efetuar a adição 

da solução padrão de Fe(III) primeiro. No papel temos a presença dos grupos hidroxilas 100 e estes 

podem estar tendo uma interação física com o  AS. Esse fato resulta em uma menor 

disponibilidade do AS para reagir com os íons Fe(III). Na Figura 13, é perceptível uma melhor 

homogeneidade e maior intensidade da cor roxa quando se adiciona o Fe(III) primeiro no papel.  

 
Figura 13 - Avaliação qualitativa da ordem da adição dos reagentes Fe(III)  

                                                         
                                   Fe(III) Antes             Fe(III) Depois 
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A seguir, foi realizada a avaliação quantitativa em função da ordem de adição dos reagentes. 

Variou-se concentração de ácido salicílico entre 800 - 1700 mg L-1. Assim como observado nos 

resultados qualitativos, o sinal analítico (EC branco - EC sinal) foi maior em todas as concentrações 

quando o Fe(III) foi adicionado primeiro. Os dados estão dispostos na Tabela 2. Observa-se pelo 

aumento do sinal analítico que a adição do Fe(III) primeiramente ao papel é mais eficaz gerando 

um maior sinal analítico, portanto, os estudos posteriores foram realizados utilizando está condição 

de Fe(III) primeiro.  

 

Tabela 2 – Avaliação quantitativa do sinal analitico (EC branco - EC sinal) pela ordem de 
adição do Fe(III)  

 
Concentração da solução 
padrão de Ácido salicílico 

(mg  L-1) 

 
Adição do Ferro 

 
Antes Depois 

800 10,6 3,1 
1000 14,4 5,9 
1200 22,9 11,2 
1500 24,8 16,9 
1700 28,6 21,2 

 

4.4.2 Avaliação do diâmetro da zona circular reacional μPADs 

Para a avaliação da influência do tamanho da zona reacional na detectabilidade do analito, 

as relações entre sinal analítico e concentração de AS foram construídas utilizando o procedimento 

com spots com diâmetro de 10, 20, 30 e 40 mm. Quanto menor o tamanho do μPADs menor será 

o volume de reagente adicionado no μPADs, ou seja, menor o número de mols disponíveis para 

reagir e, portanto, menor será a detectabilidade. As condições de reação foram as mesmas para 

todas as curvas analíticas geradas: Adicionou-se um volume adequado da solução de Fe(III) ao 

μPADs e, após a sua secagem, foi adicionado a solução de AS. Com o μPADs totalmente seco, foi 

levado ao scanner e a imagem gerada foi tratada adequadamente.  Utilizando a Equação 3 os valores 

de RGB foram convertidos em EC. 

𝐸𝐸𝐸𝐸 . 3)  𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 =  − 𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿 𝐸𝐸𝐸𝐸 𝑠𝑠𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 / 𝐸𝐸𝐸𝐸 𝑏𝑏𝑏𝑏𝑆𝑆𝑆𝑆𝑏𝑏𝐿𝐿 

Para avaliar os resultados obtidos, foi realizada uma comparação da linearidade em função 
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do tamanho do μPADs, conforme demonstrado na Tabela 3. A linearidade se mostrou satisfatória 

(> 0,99) em todos os diâmetros de μPADs. A faixa linear e o limite de detecção (LD) foram menores 

para os diâmetros de 30 e 40 mm, conforme era esperado, pois quanto maior o tamanho do μPADs 

maior será o número de mols disponíveis para reagir e melhor será a detectabilidade. Comparando-

se o ganho de sinal em função do volume do μPADs, os diâmetros de 30mm foram os mais 

adequados, uma vez que, operacionalmente, a impregnação do volume e o tempo de espera da 

secagem do μPADs  de 30mm é menor em relação ao de 40mm. Portanto, o diâmetro de 30mm foi 

selecionado para as futuras análises. O limite de detecção (LOD) foi calculado empregando-se o 

método baseado em parâmetros da curva analítica, onde o LOD é calculado usando 3 vezes o valor 

do desvio padrão do branco, dividido pelo coeficiente angular da curva de calibração 84,87. 

 

Tabela 3 – Estudo do diâmetro do μPADs por meio das linearidades e do LD  

Diâmetro 
(mm) 

Volume 
μL 

Equação R2 Faixa Linear 
mg L-1 

10 20 y = 1E-05x + 0,0235 0,9944 700-3500 
20 40 y = 2E-05x + 0,051 0,9907 500-3000 
30 50 y = 8E-05x + 0,0433 0,9945 100-1200 
40 60 y = 9E-05x + 0,0541 0,9917 50-1200 

 

4.5 Estudo da variação da concentração de Ferro (III) 

Com o propósito de avaliar a influência da concentração de Fe(III) no sinal analítico (EC 

branco - EC sinal), realizou-se um estudo variando a concentração de Fe(III) entre 80 e 330 mg L-

1. As concentrações de AS também foram variadas em três níveis: 100, 300 e 500 mg L-1. Como 

pode ser visualizado na Figura 14, foi observado um efeito significativo nos valores do sinal 

analítico com o aumento da concentração de Fe(III). Nas concentrações de 100 até 200 o valor do 

sinal permanece constante e após 200 mg L-1 o valor diminui de maneira considerável, portanto 

concentrações de Fe(III) maiores ou igual a 200 mg L-1 , não é viável para ser utilizada, pois nestas 

concentrações sinal do branco é alto e como obtemos pelo delta (EC branco - EC sinal) o sinal 

analítico diminui significativamente. Por essa razão, a concentração de 100mg L-1 de Fe(III) foi 

selecionada para o desenvolvimento das próximas etapas do trabalho. 
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Figura 14 - Estudo da variação do sinal analítico em função da concentração de Fe(III) 

 
 

4.6 Estudo da estabilidade do sinal analítico em função do tempo 

Uma das vantagens do método proposto está no fato da formação do complexo ocorrer de 

forma imediata. No entanto, é necessário verificar a estabilidade do complexo formado em relação 

ao tempo. Foram adquiridas imagens após a reação do Fe(III) e AS em um intervalo de tempo de 

0 a 35 minutos. As aquisições das imagens foram realizadas a cada dois minutos e meio. Conforme 

demonstrado na Figura 15, nota-se que a variação da intensidade do sinal analítico não é 

significativa quando se compara o intervalo estudado.  
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Figura 15 – Estudo da variação do sinal analítico em função do tempo de escaneamento do μPAD 

 
 

4.7 Influência da ordem dos reagentes em amostras de leite 

Conforme visto no item 4.1.1, a avaliação da ordem de adição dos reagentes é necessária, 

foi observado que em solução padrão a adição do Fe(III) antes apresenta uma maior magnitude do 

sinal analítico. Em virtude disso, faz-se necessário a avaliação da influência da ordem de adição 

dos reagentes no leite. Entretanto, não foi verificado o mesmo comportamento da solução padrão 

frente a amostra de leite. No primeiro experimento adicionou-se 50 µL de Fe(III) 100mg L-1, após 

secagem adicionou-se 50 µL da amostra de leite fortificados com 500mg L -1 de AS.  No segundo 

experimento adicionou-se 50 µL da amostra de leite contendo 500mg L -1 de AS e após secagem 

do papel, adicionou-se 50 µL de uma solução de Fe(III) 100mg L-1, foram realizados os tratamentos 

de imagens e obtidos os sinais analíticos nos dois experimentos. A Tabela 4, demonstra os sinais 

analíticos obtidos nos dois experimentos onde temos a adição do Fe(III) antes e depois, o sinal 

analítico do experimento que adiciona o Fe(III) depois é maior, isto pode ser explicado devido a 

viscosidade leite ser maior do que a do etanol utilizado como solvente da solução padrão de AS. 
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Tabela 4 - Influência da ordem da adição dos reagentes nas amostras de leite 

 

 

 

4.8  Obtenção das figuras analíticas do método 

O objetivo de avaliar parâmetros analíticos é demonstrar que o método desenvolvido é 

adequado ao que se propõe, ou seja, garantir que a método produza resultados confiáveis 83. 

Portanto, foram obtidas algumas figuras analíticas importantes, linearidade, exatidão, precisão e o 

limite de quantificação para as amostras de leite desnatado, zero lactose, integral, cru e em pó. 

 

4.8.1  Linearidade 

Para a avaliação da linearidade, foram construídas curvas analíticas pelo método da 

calibração externa. A curva analítica do padrão foi construída variando a concentração de AS na 

faixa de 100 a 1200 mg L -1 (n = 6 pontos). A Figura 16, apresenta o gráfico obtido da curva 

analítica do padrão, e a Figura 17 demonstra a curva analítica da solução padrão e do leite zero 

lactose. As retas obtidas pela construção da curva do leite zero lactose e a reta da curva da solução 

padrão não estão paralelas e seus coeficientes angulares não são os mesmos. Este resultado 

evidencia que esteja ocorrendo o efeito de matriz, ou seja, a curva feita no padrão não representa 

de maneira eficaz as curvas nos leites 86. Desse modo, foi necessário a construção de curvas 

analíticas em cada amostra de leite correspondente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras Ferro Antes Ferro Depois 
Integral 11,9 45,8 

Zero lactose 4,4 16,1 
Desnatado 35,7  30,5 

Pó 22,9 36,7 
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Figura 16 - Curvas analítica da solução padrão  

 
 

Figura 17 - Avaliação da interferência de matriz, pela relação da curva analítica do padrão 

de AS e pela amostra de leite zero lactose 

 

Padrão AS 

Y = 8X10-5 + 0,0482 

R2=0,9947 

 

Leite zero lactose  

Y = 0,0001 + 0,0009 

R2=0,9937 

 

y = 8E-05x+0,0482 
R² = 0,9947 
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 As curvas analíticas nas amostras de leite foram construídas variando a faixa do AS da 

seguinte forma: leite integral de 100 a 2.000 mg L-1, leite desnatado de 300 a 2.000 mg L-1, leite 

em pó de 500 a 2.000 mg L-1, leite zero lactose de 100 a 1.500 mg L-1 e leite cru de 100 a 1.500 mg 

L-1. É importante pontuar que nenhumas das amostras de leite passaram por etapas prévias de 

tratamento. A Figura 18 apresenta os gráficos das curvas analíticas das amostras de leite zero 

lactose, além dos parâmetros, como o coeficiente de regressão “b”, o intercepto “a” e o coeficiente 

de correlação “R”. A ANVISA 92 recomenda um R=0,99 e o INMETRO 84 um valor de R>0,90, 

em todas as curvas os resultados foram de um R>0,99, o  que indica à capacidade do método em 

fornecer resultados diretamente proporcionais à concentração da substância de interesse, dentro de 

um determinado intervalo de concentrações onde o método será aplicado 87,93,94.  

 

Figura 18 - Curvas analíticas em amostras de leite (Integral, desnatado, em pó, zero lactose e cru) 

 

a) y = 0,0001x + 0,0047 
R² = 0,9917 
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b) y = 0,0002x + 0,0096 
R² = 0,9916  

c) y = 0,0002x + 0,0098 
R² = 0,991 
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d) y = 0,0001x - 0,0009 
             R² = 0,9937 

 

e) y = 0,0001x + 
0,0288 
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4.8.2  Exatidão 

O número de ensaios para o estudo da exatidão utilizando o cálculo da recuperação varia 

segundo a legislação ou diretriz adotada e também com as características do método. A ICH 

(International Conference on Harmonization) estabelece que um mínimo de nove determinações 

envolvendo um mínimo de três diferentes níveis de concentração deve ser obedecido. Por exemplo, 

ensaios em triplicata para três níveis de concentração 84,87. A ANVISA também adota esta mesma 

metodologia como aceitável para avaliação da exatidão 92. Os processos mais utilizados para avaliar 

a exatidão de um método são: materiais de referência, comparação de métodos, ensaios de 

recuperação 86,84.  

A utilização de experimentos de adição e recuperação são usuais nas metodologias 

analíticas, visto que os materiais certificados de referência (CRM) são difíceis de serem adquiridos 

ou são inexistentes. A avaliação da recuperação consistiu na fortificação com AS nas amostras de 

leite, ou seja, adicionando soluções com diferentes concentrações de AS seguidas pela 

determinação da concentração do AS adicionado. Calculou-se a quantidade percentual recuperada 

pelo processo usando a fórmula da Equação 4. 

 

𝐸𝐸𝐸𝐸. 4)  𝑅𝑅𝑅𝑅𝑏𝑏 % =
[ 𝑣𝑣𝑆𝑆𝑆𝑆𝐿𝐿𝑏𝑏 𝐿𝐿𝑏𝑏𝑜𝑜𝑆𝑆𝑜𝑜𝐿𝐿 − 𝑣𝑣𝑆𝑆𝑆𝑆𝐿𝐿𝑏𝑏 𝑏𝑏𝑅𝑅𝑆𝑆𝑆𝑆 ] 𝑥𝑥 100

𝑣𝑣𝑆𝑆𝑆𝑆𝐿𝐿𝑏𝑏 𝑏𝑏𝑅𝑅𝑆𝑆𝑆𝑆
 

 

Para que a recuperação seja considerada satisfatória, a porcentagem encontrada deverá estar 

no intervalo de 70-120%, contudo, se a metodologia a ser aplicada apresentar uma maior 

complexidade analítica da amostra, ou seja, muitos interferentes neste intervalo de porcentagem de 

recuperação poderão ser de 50 -120%, com precisões variando em até 15% 72. 

A exatidão foi avaliada em amostras de leite (integral, desnatado, zero lactose, em pó e cru) 

fortificadas em três níveis de concentração (baixa, média e alta) com o AS nas concentrações 

descritas na Tabela 5 e com n = 5. Todas as análises foram feitas em triplicata e o percentual de 

recuperação do método foram calculados. Os resultados estão dispostos na Tabela 5. O método 

desenvolvido pode ser considerado suficientemente exato, pois as recuperações estão 

compreendidas na faixa entre 71,4 e 120%, que é considerado aceitável segundo os guias de 

validação. 
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Tabela 5 - Valores de recuperação obtidos para amostras de leites fortificadas 
 

 

4.8.3 Precisão 

A precisão é o termo geral usado para avaliar quão disperso são os resultados entre os 

ensaios independentes repetidos em uma mesma amostra 84,87. As duas formas mais utilizadas para 

expressar a precisão de um método são a repetibilidade e reprodutibilidade, sendo usualmente 

expressas pelo desvio padrão e o desvio padrão relativo (RSD) ou coeficiente de variação (CV%). 

A repetibilidade é o grau de concordância entre os resultados de medições sucessivas de um 

mesmo mensurando e nas mesmas condições de procedimento, mesmo operador, mesmo 

instrumento e repetições em curto espaço de tempo. A precisão neste trabalho foi mensurada pelo 

parâmetro de repetibilidade. Logo, foram realizadas 12 reações sucessivas na amostra de leite 

desnatado fortificando com 500 mg L-1 de AS no spot de 30mm, e Fe(III) 100 mg. L-1, por fim 

 
Amostras 

 
Adicionado 

(mg L-1) 

 
Encontrado 

(mg L-1) 

 
Recuperação 

% 

 
Leite crú 

498 
802 

1.244 

489 ± 2 
884 ± 1 

1.162 ± 1 

99 ± 1 
110 ± 2 
94 ± 2 

 
Leite desnatado 

304 
1.023 
2.074 

369 ± 6 
830 ± 3 

1.480 ± 6 

121 ±2 
81 ± 1 
71 ± 1 

 
Leite integral 

304 
1.244 
2.074 

313 ± 4 
1.455 ± 1 
2.508 ± 3 

103 ± 1 
116 ± 1 
120 ± 1 

 
Leite em pó 

498 
1.023 
2.074 

515 ± 7 
808 ± 5 

1.626 ± 1 

104 ± 2 
79 ± 1 
78 ± 1 

 
Leite Zero 

Lactose 

304 
1.023 
1.521 

275 ± 4 
1.004 ± 1 
1.506 ± 2 

90 ± 1 
98 ± 2  
99 ± 1 
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foram geradas as imagens e os respectivos sinais analíticos. Dessas medidas realizou-se o cálculo 

do desvio padrão relativo ou coeficiente de variação (CV) e o valor obtido pelos 12 sinais analíticos 

apresentaram um desvio padrão de 1,2 e um CV de 0,7%. Este valor indica uma boa precisão do 

método proposto para determinação de AS em amostras de leite desnatado. 

 

4.9 Comparação com o método oficial qualitativo para identificação de AS em amostras de leite 

Os órgãos governamentais regulamentadores têm por finalidade fiscalizar e aprovar a 

fabricação e comercialização da cadeia produtiva do leite e seus derivados. Os principais órgãos 

fiscalizadores são: MAPA (Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento) através da IN 62, 

DIPOA (Departamento de Inspeção de Produtos de Origem Animal) e SIF (serviço de Inspeção 

Federal). As empresas precisam se adequar as exigências estabelecidas para que possam 

comercializar esses produtos tanto no mercado interno quanto externo 3,6. 

A Instrução Normativa 62 irá descrever os requisitos mínimos para que o leite possa ser 

comercializado, definindo os valores e especificações de produção como: composição do leite (teor 

de gordura, acidez, etc.), transporte (temperatura, tempo de viagem até o laticínio), especificações 

do estabelecimento (área construída, pisos e esgoto, paredes, aberturas e iluminação 95. No entanto, 

não descreve uma metodologia oficial específica para a determinação de AS em amostras de leite 

e derivado. Em produtos dermatológicos a Farmacopéia Brasileira sugere como metodologia 

oficial a volumetria de neutralização 96. Contudo, para uma comparação do método proposto a um 

oficial, aplicou-se a metodologia oficial para testes de AS em leite descrita pelo padrão Indiano 

(IS: 1479 (Part II) – 1961) 97. 

A metodologia oficial Indiana foi desenvolvida a partir da adição em um funil de separação 

de 5mL das amostras de leite, seguidos da adição de 1mL de HCl, depois, agitou-se manualmente, 

observando um aspecto “coalhado” com formação de grumos nas paredes do funil. Em seguida, 

adicionou-se 5 mL de éter etílico e agitou-se a separação com auxílio de uma centrífuga na rotação 

de 3000rpm por 8 min, na parte líquida adicionou-se 1mL de água e 1mL de Fe(III) 0,5%. 

A Figura 18 apresenta os dados qualitativos do estudo comparativo entre o método oficial 

para a análise de ácido salicílico em três amostras de leite. Foram analisadas amostras de leite 

desnatado, cru, em pó e zero lactose.  O leite cru e zero lactose foram fortificados com 800mg L-1 

de AS, e analisados pela metodologia oficial indiana. Sem a dopagem nenhuma das amostras 

estudadas foram detectadas a presença da coloração violeta que é a indicação da formação do 
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complexo AS-Fe(III), bem como não havia sido detectado no teste com os μPADs. Portanto, a 

presença do AS na faixa de trabalho estudada não foi detectada para nenhum dos dois métodos, o 

oficial Indiano e o proposto neste trabalho.   

 

Figura 19 - Estudo comparativo entre o método oficial para a análise de ácido salicílico em 

leite aplicado na Índia 

 
Fonte: A autora 

 

4.10 Estabilidade do Ácido salicílico em amostras de leite 

O AS é dito como um conservante devido as suas ações bacteriostáticas. Dessa forma, 

avaliamos o comportamento do sinal analítico em amostra de leite cru, leite zero lactose e leite em 

pó que foram fortificadas de AS nas concentrações de 500 e 1000mg L-1. A cada 8 dias decorridos 

eram realizadas o teste de reação nestas mesmas amostras que foram fortificadas anteriormente 
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com o AS. A Tabela 6 apresenta os valores de recuperação obtidos neste estudo, os dados mostram 

que a intensidade do sinal diminuiu em 47% em relação ao dia inicial 26-10-21 da fortificação.  

Na Figura 19, o comportamento do sinal analítico difere-se entre as amostras de leite cru, 

leite zero lactose e leite em pó, o maior sinal foi observado para o leite em pó, e o que apresentou 

uma maior variação no período de 15 dias também foram às amostras de leite em pó. Mesmo após 

15 dias decorridos da dopagem do leite com AS obtivemos sinal analítico considerável nas três 

amostras. No período posterior de 23 dias de dopagem as amostras estavam todas coalhadas, não 

sendo possível a avaliação do sinal posterior há 15 dias. 

 

Tabela 6 - Estudo da estabilidade do sinal analítico do AS nas amostras de leite cru, leite 

zero lactose e leite em pó 

 

 

 

 

Dia Leite Crú Leite em Pó Leite Zero lactose 

 500 
mg L-1 

1.000 
mg L-1 

500 
mg L-1 

1.000 
mg L-1 

500 
mg L-1 

1.000 
mg L-1 

1º    
26-10-21 

518,17 
±0,02 

971,91 
±0,01 

 

470,91 
±0,01 

774,15 
±0,01 

503,05 
±0,01 

884,7 
±0,01 

2º   
 04-11-21 

398,36 
±0,01 

850,01 
±0,01 

355,98 
±0,02 

628,89 
±0,01 

401,71 
±0,02 

781,14 
±0,01 

3º    
11-11-21 

245,00 
±0,01 

566,56 
±0,02 

299,61 
±0,03 

455,47 
±0,03 

225,07 
±0,02 

524,76  
±0,03 
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Figura 20 - Estudo do comportamento do sinal analítico no período de 15 dias sobre a 

estabilidade do AS como conservantes no leite cru, leite zero lactose e leite em pó 

 
 

4.11 Aplicação nas amostras  

 Após a obtenção das melhores condições e validação do método desenvolvido, este foi 

aplicado para determinação de AS em de amostras de leite. Inicialmente, adicionou-se 50 µL de 

cada amostra de leite no μPAD, após secagem adicionou-se 50 µL da solução de Fe(III) 100 mg L-

1, ao spot de 30mm e a imagem foi obtida e tratada conforme descrita no item 3.1.2. 

O sinal analítico foi obtido utilizando as equações da reta do tipo y = ax + b, em cada leite 

estudado, isso se deu pelo fato de que a curva analítica do padrão não possa ser representativa para 

os leites (integral, desnatado, em pó, zero lactose e cru), considerou-se o y como a intensidade cuja 

concentração deve ser obtida. Desse modo, a concentração, x, foi obtida por substituição direta dos 

coeficientes a e b na equação da regressão, resultando x = y−b/a. O resultado obtido, após 

substituição do sinal analítico na equação da reta, não detectou a presença do conservante AS 
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dentro da sensibilidade obtida no método proposto. Vale lembrar que o AS não é permitido ser 

encontrado em nenhuma concentração em amostras de leite, o uso do AS deve ficar restrito para 

usos dermatológicos e também como matéria prima na produção do medicamento AAS. 
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5- CONCLUSÕES  
Neste trabalho de mestrado foi desenvolvido uma metodologia analítica atrativa, aplicando 

a reação colorimétrica do AS com Fe(III), realizadas em microdispositivos analíticos em  papel os 

spot tests. A aplicação do tratamento de imagens digitais mostra-se como uma excelente alternativa 

para o monitoramento da reação colorimétrica. Em virtude, de garantir métodos confiáveis para 

identificar fraudes por adulteração de conservantes em amostras de leite é de extrema importância 

do ponto de vista econômico e da segurança alimentar, pois a legislação brasileira não permite o 

uso de conservantes, como o caso do AS, é obrigatório que seu uso fique restrito somente em 

produtos dermatológicos.  

Em suma, o método desenvolvido nesta dissertação apresenta-se com resultados 

satisfatório, na qual foram otimizadas as melhores condições de detecção e da reação, tais como a 

ordem de adição do Fe(III) sendo no padrão o Fe(III) antes apresenta-se melhor desempenho já nas 

amostras o melhor resultado é da adição de Fe(III) depois, tamanho do spot foi de 30mm, o sinal 

analítico obtido pelo scanner não apresentou variações significativas no intervalo de 35min. As 

figuras analíticas; faixa linear, linearidade, exatidão, precisão, limite de quantificação (LQ), foram 

avaliadas e em todos estes os resultados evidenciam que o método proposto gera informações 

confiáveis sobre a amostra estudada. 

 Por fim, o procedimento proposto ofereceu características analíticas comparáveis às 

obtidas por outros procedimentos relatados na literatura, com a vantagem de não exigir nenhuma 

etapa do preparo da amostra de leite, e de ser um método simples, de analises rápidas e com um 

custo baixo. 
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