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RESUMO

O leite ¢ um produto amplamente consumido em escala global e diferentes praticas de
adulteragdo e fraudes sio relatadas. A adi¢do de Acido Salicilico (AS) configura como adulteragio
pois ¢ utilizada para diminuir o crescimento de microrganismos, resultando no aumento do valor
agregado do leite. Entretanto, sua ingestdo em excesso pode causar patologias gastrointestinais e,
inclusive, levar ao 6bito. Geralmente, os métodos analiticos oficiais sdo trabalhosos, demorados e
caros, o que limita a utilizacdo em analises de rotina. Em decorréncia disso, o desenvolvimento de
métodos analiticos alternativos para andlise de leite ¢ de grande relevancia. A presente dissertagao
apresenta o desenvolvimento de um método analitico simples, rapido, miniaturizado, portatil e de
baixo custo para determinacdo de dcido salicilico em leite. O método foi baseado na formagao de
um complexo colorido apos a reacdo entre o analito e ions Fe(IIl) realizada em papel de filtro. A
quantificagdo foi realizada pela técnica de processamento de imagens digitais em diferentes tipos
de leite. O método desenvolvido apresentou linearidade de AS em funcao do parametro de escala
de cinza em faixas de concentragdo de 100 a 1200 mg L™! para solugdo padrio de AS em etanol,
100 a 1500 mg L' (R? = 0,9908) para leite cru, 300 a 2000 mg L' (R? = 0,9916) para leite
desnatado, 500 a 2000 mg L' (R? = 0,991) para leite em pd, 100 a 2000 mg L' (R? = 0,9917) para
leite integral, e 100 a 1500 mg L' (R? = 0,9937) para leite zero lactose. A exatidio do método foi
obtida pela avaliacdo da porcentagem de recuperacdo e foi obtido valores entre 71 e 120%. A
precisdo do método foi avaliada com a determinacdo de AS em 12 amostras de leite desnatado
fortificadas com concentracdo de 500 mg L! e apresentou coeficiente de variacdo 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 presenga do AS nao foi detectada em nenhuma das
amostras avaliadas. A avaliacdo dos parametros analiticos obtidos e a aplicacdo em diferentes
amostras de leite resultou em um método analitico simples, miniaturizado e sem etapa de preparo
de amostras para determinagdo de AS em leite como ferramenta para identificacao de praticas de

adulteracao.

PALAVRAS-CHAVE: Acido Salicilico, leite, reacdo colorimétrica, adulteracdes, 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(IIl) 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! for standard solution of AS in ethanol, 100 to 1500 mg L' (R>= 0.9908) for raw milk, 300
to 2000 mg L' (R? = 0.9916) for skimmed milk, 500 to 2000 mg L (R?> = 0.991) for powdered
milk, 100 to 2000 mg L' (R? = 0.9917) for whole milk, and 100 to 1500 mg L-1 (R? = 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' 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 INTRODUCAO
1.1 O consumo ¢ a qualidade do leite

O leite ¢ um produto de grande importancia na alimentagao diaria devido ao seu elevado
valor nutritivo e por ser fonte de proteinas, lipidios, carboidratos, minerais e vitaminas. O alto valor
nutricional se deve a qualidade de suas proteinas, que sdo divididas em caseinas (al, a2, B, v e k),
proteinas do soro (albumina, a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, imunoglobulinas e proteose-
peptonas), além do teor elevado de cilcio, fosforo, magnésio, vitamina A, riboflavina e niacina .
O leite ¢ definido como o produto derivado da ordenha completa e ininterrupta, em condi¢des de
higiene, de vacas sadias bem alimentadas e descansadas.

A classificacdo do leite em tipos A, B ou C foi criada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e essa divisao nao esta relacionada com o valor nutricional de
cada leite, mas a forma como o gado leiteiro ¢ criado nas fazendas e como o leite ¢ coletado e
tratado depois da ordenha, Além disso, o impacto de cada etapa na qualidade sanitéria, ou seja, na
quantidade de bactérias lacticas presentes no produto final também ¢ considerado na classifica¢do’.
O tipo A ¢ ordenhado, refrigerado e pasteurizado imediatamente a coleta e ndo ha interferéncia do
contato humano no processo, ja que ¢ todo mecanizado. O do tipo B também possui ordenha
mecanica, porém o transporte do leite podera ocorrer em um tempo maior e podera ser transportado
e envasado em outros locais, sendo assim, o leite do tipo B acaba tendo um numero maior de
bactérias do que o leite A quando se inicia a pasteurizagdo. A produgdo do leite tipo C tem sido
desestimulado pelo MAPA, uma vez que, o tempo permitido para o transporte ¢ longo e a ordenha
¢ manual, podendo sofrer maiores riscos de contaminagdo. O tipo C possui maior contagem
microbiana dentre os tipos de leites reportados 2.

Além de o leite ser consumido diretamente, a demanda do leite é elevada devido aos seus
produtos derivados °. O leite é uma das principais commodities agropecuarias mais importantes do
mundo, sendo uma das industrias mais expressivas no pais 4. No Brasil, o mercado de derivados
do leite ¢ importante, porém, o maior consumo ocorre na forma de leites fluidos °. No ano de 2018,
o consumo de leite per capita no Brasil foi de 166,4L/hab, cujo valor esta abaixo do consumo de
paises desenvolvidos que ¢ de 250-300 L/hab. Este consumo coloca o leite como o segundo
segmento mais importante da industria 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/Hab’?,
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De acordo com 6rgaos oficiais do Brasil, o leite com a classificacdo “sob inspecao” ¢ aquele
que ¢ liberado ao comércio mediante vistorias e fiscalizagdes. O leite que ¢ inspecionado
apresentou um aumento anual de consumo de 2,1% do ano de 2019 para o ano de 2020, sendo o
maior aumento da ultima década. Alguns setores industriais foram prejudicados durante a
pandemia, porém, o setor de lacticinios ndo foi afetado consideravelmente. Foi obtido uma queda
de 1,3% na comercializagdo de leite sem registo durante este periodo®”’.

E importante ressaltar ainda que muitos produtores sdo considerados de pequeno porte,
atuando no mercado informal, na forma in natura sem qualquer tipo de tratamento térmico e de
fiscalizagdo sobre o leite !0,

A produgdo de leite no Brasil tem a maior parte destinada ao mercado de leite fluido e a de
seus derivados lacteos, principalmente os queijos, iogurtes e os doces. O leite fluido difere-se pelos
tratamentos térmicos recebidos, podendo ser por pasteurizagao lenta (LTLT - “Low Temperature
Long Time”) — com temperatura mantida em 63° durante 30 min — rapida (HTST - “High
Temperature and Short Time”) — com aquecimento variando de 75-120°C durante 15 seg — ou
muito rapida (UHT - “Ultra Hight Temperature”) com temperatura de 135° C por 4 seg. E

necessario frisar que o leite UHT se difere do leite pasteurizado no processamento € ndo na origem
1112,

2

A qualidade fisico-quimica do leite ¢ associada ao seu estado de conservacao, tratamento
térmico e integridade fisica, principalmente, aquela relacionada a adi¢do ou remogao de substancias
proprias ou estranhas a sua composi¢do 3. A adi¢do de alguns tipos de substancias quimicas nio
acarreta, necessariamente, em alteragdes significativas dos parametros fisico-quimicos do produto,
portanto, os testes basicos de rotina sdo ineficazes para identificar se uma substancia foi adicionada
ao leite'.

De forma geral, a grande maioria dos alimentos sao alvos da adi¢do de diversos tipos de
substancias quimicas com o proposito de adulterar a composicao original do produto para beneficio
ilicito!”!8. No caso especifico do leite, devido ao fato de se tratar de uma matéria-prima composta
por uma grande variedade de substancias, a modificagdo da sua composi¢do por adi¢cdo e/ou a
substitui¢do por outros ingredientes niio lacteos é uma pratica recorrente.'?° Portanto, a legislagio
brasileira define como leite fraudado aquele que for adicionado ou subtraido de qualquer dos seus

componentes ou se substancias sdo adicionadas com objetivo de, por exemplo, aumentar o prazo
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de validade do produto. Além disso, ¢ considerado fraude se o leite for comercializado como sendo
de uma categoria diferente ao rotulado '!.

A adulteracdo de alimentos ¢ uma pratica comum para o azeite de oliva, peixes, produtos
vegetais com denominagdes de organicos, leite, graos, mel, café, chés, especiarias, vinho e sucos
22, Portanto, o cumprimento da legislagdo visa assegurar a qualidade do produto que chega ao
consumidor, como alimento saudavel e nutritivo, além de garantir as boas condi¢des dos produtos
derivados. A adulteracdao do leite ¢ uma pratica criminosa, negligente e abusiva. Ressalta-se que
qualquer substancia adicionada ou retirada do leite € considerada fraude, e a inica substancia que
¢ permitida a sua retirada ¢ a gordura. Essa retirada ¢ permitida apenas se for realizada por
industrias, visto que a legislagdo ndo permite o desnate na propriedade rural. Esta pratica ¢ para
que possam oferecer ao consumidor leites com diferentes porcentagens de gordura, ou seja, o leite
integral, o semidesnatado e o desnatado??.

Um dos parametros importantes para o controle de qualidade do leite ¢ a contagem de
bactérias totais, uma vez que quanto menor o nivel de contamina¢ao microbiana maior serd o valor
agregado ao produtor pelo litro de leite. A adi¢ao de conservantes ¢ uma forma de diminuir a
contaminago e, por consequéncia, obter maior remuneragio no leite produzido'®. Define-se como
conservante uma substancia que tem a finalidade de inibir o crescimento de microorganismos
durante a fabricagdo e estocagem, ou para proteger os produtos da contamina¢do inadvertida
durante o uso'>. As principais substincias usadas como conservantes sio formaldeido, 4gua
oxigenada, 4cido bérico, acido salicilico, hipocloritos e cloraminas, 4cido benzoico e bissulfitos '.
O uso de alguns conservantes em alimentos ¢ permitido, como por exemplo o sulfito, desde que
dentro dos limites regulamentados pela ANVISA. A identificagdo dos conservantes pode ser
realizada por métodos qualitativos oficiais descritos na Instru¢do Normativa N° 68 do MAPA
(2006). Estas substancias podem causar efeitos adversos sérios a saude e, além disso, interferem
negativamente na producao de derivados lacteos na industria, pois dificultam a coagulagdo do leite

que ¢ um processo utilizado por exemplo na fabricagdo dos queijos, requeijoes entre outros.

1.2 Acido Salicilico

O Acido Salicilico — 2-hidroxibenzoéico ou acido o-hidroxibenzoico, Figura 1 — ¢ um acido

organico com pKai = 3,0, e o pKaz = 13,0, possui formula molecular C;H¢O3 e massa molar de
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138,12 g/mol. E geralmente encontrado na forma de p6 cristalino de cor branca, é pouco solivel

em 4gua (2 g/L em 20 °C) e muito soltivel em etanol e éter 25191,

Figura 1 - Estrutura Quimica do Acido Salicilico

O OH

OH

Fonte: A autora

Nas plantas, o AS atua na regulacdo de alguns processos fisioldgicos como a germinacao
das sementes, fechamento dos estdmatos 2. O AS é o composto pertencente aos salicilatos e >’ e
atuam como uma molécula sinalizadora em respostas de defesa a resisténcia de varios patdégenos
em muitas espécies de plantas.

No setor de cosméticos e produtos de higiene pessoal, ¢ bastante utilizado na fabricacdo de
shampoos, sabonetes e cremes de rejuvenescimento facial, entre outros®’, bem como insumo base
para a fabricacdo de salicilatos para a inddstria quimica entre outras 4reas’’. Também possui
propriedade bacteriostatica, ou seja, pode ser usado como desinfetante e conservante, porém,
somente para uso topico >'. Em uso topico, a dosagem em concentracdes acima de 35 mg dL™! pode
levar ao Salicilismo, uma intoxicacao causada por acido salicilico e seus derivados, que possuem
0s seguintes sintomas: nauseas, vOomitos, vertigens ou tonturas, hiperatividade, aumento da
temperatura e, por vezes, convulsoes.

Na industria farmacéutica, ¢ usado para a sintese do farmaco acido acetilsalicilico (AAS)
que ¢ um anti-inflamatorio ndo esteroidal comumente utilizado pelas suas propriedades analgésicas
e antitérmicas 2’. O AS ¢ o principal metabolito do medicamento AAS. Este ¢ hidrolisado para
salicilatos no estdmago e, desta forma, ¢ incorporado na circulagdo sanguinea. O AS pode ser
introduzido na cadeia alimentar de animais em pequenas quantidades (ug kg ') acarretando na

presenca em niveis tragos no leite 3® A utilizacdo destes salicilatos, seja na forma de AS ou AAS,
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nos animais que produzem leite para consumo humano ¢ proibido pela legislagcdo brasileira e
internacional 295,

O 4cido salicilico tem sido empregado em fraudes de produtos lacteos com o intuito de
aumentar a vida util do produto®. Se ingerido por via oral, o 4cido salicilico é absorvido

rapidamente e pode atingir um valor de pico em cerca de 1 hora*

. Essa ingestdo ¢ prejudicial a
saude humana, pois pode provocar irritagdo gastrointestinal, tem efeito cumulativo no corpo e em
elevadas doses pode danificar o revestimento do estobmago e dos intestinos, causando ulceras no

estdmago e nos intestinos, pressio arterial baixa e choque *'.

1.3 Métodos analiticos para determinagdo de AS

A adicdo de conservantes como o AS podem gerar efeitos negativos a satide humana se
ingeridos em grande quantidade. Portanto, a legislacdo que regula a presenca dessas substancias
deve ser cumprida, ¢ necessario o desenvolvimento de métodos para analise dessas adulteracdes.
Diversos métodos analiticos foram desenvolvidos para a determinagdo de AS em amostras de leite,
sendo que as técnicas de separacao (cromatografia) sao as mais usadas para esse fim. Na literatura
¢ possivel encontrar trabalhos em que a determinacao de AS ¢ demonstrada em diferentes matrizes.

Amostras de leite bovino e de tecido muscular foram analisadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM). O método para determinagado
de AS envolveu duas etapas de preparo de amostra antes da inje¢do no sistema cromatografico:
precipitacdo das proteinas e extracdo em fase sdlida. O limite de deteccdo (LOD) obtido nas
amostras de leite foi de 11,2 pg kg "' e nas amostras de tecido muscular de 7,03 pug kg ' #!.

Sistemas de analise em fluxo com deteccdo espectrofotométrica foram utilizados para a
determinagdo de AS em amostras de leite UHT desnatado, leite de vaca cru e leite de cabra
desnatado. O método baseou-se na reacdo de complexagao do Fe(IIl) com o AS, obtendo uma faixa
de trabalho entre 103,6 e 415 mg L1 %2, As técnicas eletroquimicas também podem ser empregada
para a determinagdo de AS. Um biossensor amperométrico foi utilizado para determinagdo de AS
em amostras de plasma e de leite, por meio da oxidacado eletrocatalitica 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 x 10 7 até 1,0 x 10 * mol L-

l'e limite de detecgdo de 8,9 x 10 8 M por voltametria de pulso diferencial +*.


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  Parametros analiticos de procedimentos para determinacdo de AS matrizes diversas.

Todavia, essas técnicas sao 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 precipitacdo de proteinas e a remogao de gordura. Este tratamento ¢
importante para evitar a retencdo irreversivel dos componentes da amostra em colunas
cromatograficas ou dispersao de luz nas técnicas espectrofotométricas. Além disso, apresentam
riscos de adsor¢do de espécies nas superficies dos eletrodos e entupimento dos dispositivos de
introdugio de amostras em espectrometria atdmica **. Levando em consideragiio as desvantagens
mencionadas, o desenvolvimento de uma proposta que se mostre mais simples, barata, com menor
consumo de reagentes e que nao necessite de etapa de preparo da amostra se faz necessaria.

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, trés realizaram
estudos em amostras de leite, o leite ¢ uma amostra que pode ser bastante explorada quanto a
determinagdo de AS, principalmente no que se refere a métodos mais simples, miniaturizadas que
apresentem um custo menor € que nao sejam necessarias etapas de tratamento das amostras. Os
trés trabalhos necessitaram de instrumentagdes caras como o CLAE-EM, ou de preparo de amostras
demoradas, salvo a proposta por injecdo em fluxo que se trata de apenas uma diluicao.

Gentili e colaboradores demonstraram a dificuldade que existem em andlise de anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINEs) em alimentos e amostras biologicas, pois existem fortes
interacdes nao covalentes estabelecidas com as proteinas da matriz ¢ a quantidade de material
gorduroso que ocorre. Sendo necessario, na maioria das vezes, algumas etapas de preparo de
amostra. Desenvolveu-se um procedimento de extracdo para isolar 15 anti-inflamatorios AINEs
(acetaminofeno, acido salicilico, ibuprofeno, diclofenaco, flunixina e seu metabdlito 5-hidroxi-
flunixina, nimesulida, fenilbutazona, acido meclofenamico, acido tolfenamico, meloxicam,
carprofeno, cetoprofeno, naproxeno e etodolaco). Devido a complexidade das amostras de leite e
do tecido muscular bovino foram necessarias duas etapas sucessivas de tratamento dessas amostras:
(a) desproteinizacao/extragdo com solvente organico, essencial para diminuir a constante dielétrica
do meio e, portanto, liberar os analitos da matriz; (b) Limpeza de SPE em cartuchos. Como técnica
de deteccdo utilizou a cromatografia de fase reversa de pareamento de ions combinada com a

detecgdo de eletrospray negativa, sendo capaz de alcangar baixas capacidades de deteccio (CCps)
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para todos os analitos e, em particular, para diclofenaco cujo Limite Maximo de Residuos (LMR)

no leite é de 0,1pg kg ' #1.



Tabela 1 - Comparagdo entre alguns métodos ja descritos na literatura para determinag¢do de AS em amostras de alimentos.
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Amostras Preparo das amostras Técnica Faixa LOD Recuperacao | CV (%) Ref.
instrumental Linear (mg L-1) (%)
Leite bovino e Acetonitrila, vortex CLAE-EM/EM <4.5 0,0112 100 5 [41]
tecido sonicac¢ao, centrifugacao,
muscular evaporacao de solvente
centrifugacdo, SPE
Plasma ¢ leite Metanol + dgua Amperometria 0.013-13.8 0,0123 97 - [43]
bovino centrifugacao e ajuste de pH
Leite bovino Dilui¢do com agua FIA 100403 2,58 95-107.5 2.2 [42]
Em conserva Diluigdo /aquecimento (80 © | Espectrofotometria | 100—9000 50 - 7(1.03) [78]
(manga, C) + agitagdo + centrifugacao UV-Vis 14(1.69)
tamarindo, + diluigao 21(82,98)
mostarda
verde, bambu)
Folhas de Congelamento com Eletroquimica 0,138- 0,1387 92-98 4.8 [79]
tomate nitrogénio 80°C, ajuste de 0,16574

pH, agitagdo, extracdo e

centrifugacao
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Cana-de
agucar, milho,

folhas de soja

CLAE-FL

0,1-4,0

0,03

85-110

[80]

Alimentos em
conserva
(mostarda
verde, brotos
de bambu,
manga, limao,
gengibre) e

suco de maca

Filtradas, tamponadas,

mantidas em refrigeracao 4°.

Eletroquimica

0,138-27,9

0,122

84-113%.

[81]

Vegetais

Liofilliza¢ao,pulverizagao,

homogeinizagdo e extracao

HPLC-FL

0,02- 200

0,021

88-97

[82]
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1.5 Dispositivos Analiticos Microfluidicos a Base de Papel (uWPADs)

A utilizacdo de dispositivos microfluidicos ¢ uma estratégia atraente para o
desenvolvimento de métodos analiticos miniaturizados. Define-se como microfluidica a ciéncia e
tecnologia de sistemas que manipulam volumes de fluidos na ordem de 10” a 10°® litros, utilizando
canais de dimensdes de dezenas e centenas de micrometros, com aplicagdo em areas bioldgicas,
medicinais, eletrdnicas e quimica ****. Algumas caracteristicas importantes devem ser levadas em
consideragdo para a fabrica¢ao dos dispositivos microfluidicos, tais como: custo, propriedades
opticas e/ou elétricas, biocompatibilidade, facilidade de fabricacao e integragao e a viabilidade de
produgdo em grande escala. A aplicagdo do dispositivo € que ird direcionar qual processo de
fabricacao se faz mais adequado, podendo ser fabricados a partir de vidro, silicio, polimeros, papel,
entre outros, ou até mesmo por uma combinagdo destes materiais 4.

Uma proposta atrativa para fabricagao de dispositivos microfluidicos € o uso do papel como
substrato. Seu uso ¢ bastante vantajoso, principalmente pelo fato de o papel ser um material barato,
acessivel, sustentavel, versatil, facil manuseio e descarte, além de apresentar uma estrutura porosa
que permite o transporte do fluido de amostra por capilaridade *>*%. A utiliza¢do de papel como
substrato para a realizacao de reagdes colorimétricas foi bastante explorada por Fritz Feigl, um dos
pioneiros nessa area. Ele estudou a reatividade de analitos organicos® e inorganicos *° com
diferentes reagentes em papel de filtro, que foi denominado como spot tests em papel >'. Em 2007,
o grupo de pesquisa do Professor George M. Whitesides apresentou o uso papel como substrato
para a fabricacao de dispositivos microfluidicos, originando os microfluidic paper-based analytical
devices (WPADs) 4.

Os uPADs sdo fabricados por meio da criagdo de barreiras fisicas utilizando diversos
materiais de carater hidrofobico sobre um papel cromatografico ou papel de filtro >2. De acordo
com o desenho utilizado, o fluido ird percorrer o papel pelos canais criados pelas barreiras
fabricadas. Um dos métodos para criagdo das barreiras ¢ por meio da impressdao de cera. O
procedimento possui a seguinte sequéncia: desenha-se a geometria desejada com o auxilio de um
software grafico e a cera hidrofobica ¢ depositada na superficie do papel pela impressora a cera.
Para que a cera se espalhe e penetre nos poros do papel, de maneira a formar barreiras hidrofébicas,
o papel ¢ aquecido usando uma chapa/placa ou uma estufa. Este procedimento ¢ uma alternativa

simples, que permite produzir uma grande quantidade de dispositivos em uma tinica impressio >>.
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O uso de microdispositivos impressos pelo método de cera para aplicacdes analiticas
colorimétricas envolvendo o leite foi previamente descrito na literatura. Um método desenvolvido
foi utilizado para a detecgao qualitativa de ureia, detergente e os neutralizadores do tipo carbonatos
e bicarbonatos em amostras de leite de vaca e de bufala. Os autores adicionaram intencionalmente
os adulterantes a amostra como um controle para demonstrar a viabilidade analitica dos pPADs 3,
Outra proposta foi desenvolvida para quantificar sulfonamidas no leite e a reagcdo colorimétrica
utilizada foi entre a anidrase carbonica (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 pmol
L !, indicando uma boa seletividade para os medicamentos mesmo em uma matriz altamente

complexa >°.

1.5.1 Detec¢ao Colorimétrica

Os métodos colorimétricos tém como principio a determinacdo de um analito em fungao
da mudanca de cor provocada a partir de uma reagio utilizando um reagente colorimétrico >. Para
se obter um melhor sinal analitico no método colorimétrico, a escolha do reagente com alta
seletividade ao analito ¢ essencial. Pode-se classificar os reagentes colorimétricos em fungao do
tipo de interacdo, tais como: indicadores acido-base, agentes precipitantes com ions metalicos,
reagentes solvatocromicos, indicadores redox, agentes de complexagio, entre outros .

Uma reagdo colorimétrica pode ser aplicada de forma qualitativa e quantitativa. A mudanca
de cor provocada pela adigdo de um reagente ¢ um indicio qualitativo da presenca de uma
determinada substancia. Do ponto de vista quantitativo, a quantidade de luz absorvida pela solugao
contendo a reagdo colorimétrica ¢ medida pela técnica de espectrofotometria de absor¢ao no UV-
Vis. Essa técnica espectrofotométrica classica se baseia na medi¢ao da quantidade luz transmitida
pela amostra ap6s a incidéncia de radiacao de comprimento de onda adequado. A quantidade de
luz absorvida — denominada de absorbancia — ¢ a razdo logaritmica entre a intensidade de luz
transmitida pela solu¢ao da amostra e a intensidade de um solug¢ao referéncia (transmitancia total).
Pela lei de Lambert-Beer, a concentragio da espécie absorvedora é proporcional a absorbancia ®'.

Uma abordagem de baixo custo, portatil e de facil manuseio para a aplicacdo quantitativa
das reacdes colorimétricas ¢ a utilizacdo de dispositivos eletronicos de aquisicao de imagens
digitais, extracdo da informacao de intensidade de cor e a sua relacdo com a concentragdo do

analito. Dentre as diversas aplicagdes dessa abordagem, € possivel encontrar trabalhos relacionados
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as areas de analise ambiental %2, bioanalitica ® e anélises de alimentos ® utilizando diferentes tipos
de substratos para a realizagdo das reagdes. Um exemplo ¢ a determinacdo de glicose e proteinas
totais, por meio da oxidacao enzimatica do iodeto a iodo, onde a mudanga de cor se dava do incolor
para marrom em decorréncia da presenga da glicose. Para as proteinas totais, a cor foi gerada
quando o reagente azul de tetrabromofenol (do inglés tetrabromophenol blue, BHT) sofre ionizacao
e liga-se as proteinas, ocasionando uma alteragio de cor de amarelo para azul .

Outro método desenvolvido utilizou pPADs para a determinagdo simultanea de ureia, HoO»
e pH em 16 amostras de leite. O dispositivo foi construido com trés zonas de detec¢ao interligadas
a zona de amostragem, utilizando o tratamento de imagens digitais. O método apresentou uma faixa
linear nos intervalos de concentragio de 0-30,0 mmol L !, 0-10,0 mmol L e 6,0-9,0 para ureia,
H>0; e pH, respectivamente. Os valores de limite de detec¢ao obtidos para ureia e H>O» foram de
2,4 mmol L 'e 0,1 mmol L', respectivamente. Para as medidas de pH, o ensaio colorimétrico
permitiu o monitoramento do pH da solucdo com resolugao de 0,25 unidades. A reprodutibilidade

apresenta-se como adequada (RSD < 6,0%), precisdo (91-102%) .

1.5.2 Uso de modelos de cores RGB para aplicagdes analiticas

A utilizagdo de processamento de imagens digitais obtidas para fins quantitativos ¢ possivel
devido a extrac¢do da informacao de intensidade de cor usando modelos de cores computacionais.
Diversos modelos sdo existentes, tais como RGB, CMY, HSV e outros, porém, o RGB ¢ o mais
utilizado pelos sistemas de aquisicdo de imagens.

Um dispositivo eletronico representa uma cor por meio da conversao de uma informagao
digital em intensidade de cor. De forma geral, a informagao digital ¢ obtida pelo modelo de cor
utilizado. Um modelo de cores ¢ a representacdo tridimensional onde cada cor tem sua
representacao em um ponto do sistema de coordenadas cartesianas. Os modelos mais usados para
representar as cores sao: RGB (do inglés: red, green and blue), CMY (do inglés: cyan, magenta
and yellow) e CMYK (variante do modelo CMY, onde k denota Black), HSI (do inglés: hue,
saturation, intensity) e Lab (Luminosidade, a e b) 768,

Dentro do contexto da quimica analitica, para que seja possivel a quantificagao por meio de
reacdes colorimétricas, ¢ necessario transformar a cor em um pardmetro numérico, que seja
proporcional a concentracdo do analito. Um dos modelos utilizados para representar as cores em

dispositivos e imagens digitais ¢ o modelo de cores RGB, Figura 2. Este modelo baseia-se numa
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combinagdo aditiva das trés cores primarias: vermelho, verde e azul, que se encontram
representados num sistema de coordenadas cartesianas, o qual é visualizado como um cubo 3D ¢,
como apresentado na Figura 3. Os trés eixos perpendiculares representam as cores primarias,
vermelho (Red), verde (Green) e azul (Blue) e nos outros trés eixos as cores secundarias. Na origem

. 70
se localiza a cor preta e do seu lado oposto a cor branca, entre essas duas cores a escala de cinza ™.
Por convengdo, usa-se valores normalizados de 0 e 1 para indicar a cor, e as cores sdo definidos

por vetores que parte da origem neste modelo ’!.

Figura 2 - Representagao dos modelos de cor RGB.

RGB

SISTEMA DE CORES
ADITIVA

Fonte: MADEIRA, 2012

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

as coloragdes pretas (0, 0, 0) e a coloracdo branca (1, 1, 1)

e scata e oz [T T T

Fonte: CARDOSO, 2014.
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Neste modelo RGB, cada tonalidade de cor ¢ representada digitalmente por um canal de 8
bits, podendo armazenar 8 bits de informagao em cada canal. Portanto, cada tonalidade dessas trés
cores poderd variar de 0 a 255 (28 = 256). Isso gera um total de 16 milhdes de combinagdes. Ao
canal 0 ¢ observado a auséncia total de uma cor, ja o canal 255 representa a intensidade maxima
da mesma cor através da combinagdo dos trés canais, ou seja, o canal branco ¢ a intensidade
méxima das trés cores primarias aditivas (255, 255, 255) 72. Os valores de RGB trazem informacdes
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
monocromatica de tonalidade de cinza (Escala de cinza, EC). A Equagdo 1 ¢ utilizada para realizar
esta transformacdo. Este procedimento ¢ de simples aplicagdo dentro de um processo de
quantificagdo, visto que quanto maior a quantidade de moléculas contra o fundo branco maior sera
a intensificacdo da cor visivel de solugdo e, consequentemente, incremento na intensidade na
tonalidade de cor cinza. Desta forma, ¢ possivel associar um sinal analitico de 3 canais (R, G, B) a
um tnico valor 7173,

Eq.1) f(RGB) = 0,2989 R + 0,5866 G + 0,1145B

Onde f(RGB) ¢ uma escala de cinza e varia de 0 a 255, R € o componente vermelho, B ¢ o
componente azul e G o componente verde "7,

O uso do scanner vem sendo bastante adotado para obten¢do das imagens digitais dos
sistemas analiticos. Existem basicamente trés tipos: manuais, de mesa ou de cilindro e a mais
utilizada no processamento de imagens ¢ o scanner de mesa. A calibragcao neste equipamento ¢
realizada pelo modelo impresso, geralmente, fornecida pelo programa do scanner. Assim, quando
a imagem ¢ capturada o programa compara os valores obtidos com os valores esperados e pode,
entdo, gerar um perfil de corregio para aquele scanner '%’2, Um pardmetro importante ¢ a resolucio,
a qual indicard o namero definido de pontos por polegada (dot per inch) que tera a imagem, quanto
maior o numero de pontos por polegada, maior sera a resolugdo e, com isso, uma melhor qualidade

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

tras o uso de 300 e 600 dpi como sendo o de melhor qualidade e resolugio ',
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1.6  Reacdo de complexagdo do Ferro (III) e AS

Reacdes colorimétricas sdo empregadas na determinagdo de salicilato em analises clinicas
pela relativa facilidade, sendo o teste de Trinder o mais usado 7*. Esse teste envolve a formagdo de
um complexo colorido entre AS e Fe(IIl) ° onde o AS atua como ligante bidentado para formar
um composto quelato, como demonstrado na Figura 4. 7° O mecanismo da reagio se d4 da seguinte
forma: O hidrogénio fendlico que ¢ fracamente acido sai e se coordena ao metal formando um anel

de seis membros, através dos grupos fenolato e carboxilato do 4cido salicilico ”’.

Figura 4 - Reacdo de formagao do complexo ocorrendo entre o Fe(IIl) e o AS.

OH o]

OH

Acido Salicilico

Complexo AS-Fe(III)

Fonte: A autora

Um método para determinagdo de salicilato utilizando a técnica de injecao em fluxo
automatizada com base na reagdo colorimétrica do Fe(IIl) em meio acido foi desenvolvido e
aplicado para determinar salicilato no soro, ¢ em comprimidos. Os resultados indicam uma
precisdo com coeficiente de variacdo inferior a 1% em todos os casos. Recuperagdes de salicilato
de soros enriquecidos (100-1000 mg L ') variaram de 96,4-102,5%, e de solugdes de amostra
enriquecidas de acido acetilsalicilico, 97,8—103,0%. Os resultados da analise de formulacdes de
medicamentos comerciais obtidos com o método proposto concordaram bem com o0s
procedimentos atuais ’®. Portanto, essa reagdio é efetiva para ser aplicadana determinacdo de AS

em diferentes tipos de amostras.
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2  OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho ¢ o desenvolvimento de um método analitico simples,
rapido, de baixo custo e sem etapa de preparo de amostra para determinag@o de acido salicilico em

amostras de leite.

2.1  Objetivos especificos

v" Otimizar as condi¢gdes da reagdo colorimétrica entre AS e Fe(Ill) em dispositivos
microfluidicos em papel;

v’ Auvaliar os modelos de cores para relagio da intensidade da cor gerada com a concentragdo
do analito;

v Obter pardmetros analiticos tais como precisdo, exatiddo, linearidade e limite de
quantificagdo

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

e em po.
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3 -MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacdo e materiais

Para o preparo das solugdes estoques a partir de padrdes sélidos, utilizou-se uma balanga
analitica Shimadzu, modelo AUY220 com precisdo de + 0,1 mg. Todas as solucdes foram
preparadas a partir de reagentes com grau de pureza analitica. A solug¢ao estoque de Fe(III) foi
preparada em um baldo volumétrico de 10,00 = 0,025 mL (Tlerwex), dissolvendo 1,0031g de
cloreto de ferro hexahidratado (FeCls.6H>0) (Vetec) em alcool etilico (Dinamica) e completando-
se 0 volume do baldo até o menisco. A solugdo estoque de AS foi preparada em um baldo
volumétrico de 25,00 + 0,03 mL (Salelit), pela dissolugdo de 1,7310 g de Acido Salicilico (Sigma-
Aldrich) em alcool etilico. Solugdes de concentragdes de trabalho de Fe(IIl) e AS utilizadas nas
etapas de otimizacdo foram preparadas por diluigdes utilizando micropipetas labsystem de
intervalos de volumes de 20-200 + 0,2 ul e 0,5-10 £+ 0,02 ul a partir das solugdes estoque. Para
aquisicdo do espectro de absorcao do complexo AS-Fe(Ill) utilizou-se um espectrofotdmetro
Thermo Scientific Genesis 10S e um espectrofotdometro UV-Vis Shimadzu UV-1201. O &cido
cloridrico (HCI) 37% na concentragdo 1mol L™ foi preparado diluindo 84mL em 1L de agua. O

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

3.1.1 Fabricagao dos uPADs

Os uPADs 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 auxilio do software grafico Inkscape™.
Posteriormente, os dispositivos impressos foram submetidos a uma temperatura de 200 °C por 180s
em uma chapa de aquecimento (GT-CADSL). E importante ressaltar que a etapa de aquecimento
se faz necessaria para promover a fusdo da cera, e, assim, criar as barreiras hidrofobicas de cera no

substrato de papel. Na Figura 5, ¢ apresentado um fluxograma com as etapas da fabricacgao.
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Figura 5 - Fluxograma da fabricagdo dos pPADs

Impressao a cera
Q Aquecimento
b INKSCAPE

Q»f‘»@@»l

INKSCAPE

Fonte: A autora

3.1.2  Obtengdo das imagens digitais e tratamento dos dados

A quantificacdo foi realizada por meio da aquisi¢do e processamento das imagens digitais
dos sistemas analiticos adquiridas por um scanner HP Deskjet G4050 com resolucao de 300 dpi.
Na Figura 6 ¢ 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 extragao dos parametros
de intensidade de cor pelo modelo RGB.

Basicamente, os pPADs foram escaneados mantendo o cuidado de estarem sempre
colocados na mesma posicao do scanner. A imagem digital ¢ obtida e processada no software
Image]®. Nesta etapa é necessario que a selecio da area da imagem seja a mais homogénea e
representativa possivel. Assim, o programa ¢ capaz de calcular a area selecionada fornecendo os
respectivos valores de RGB que compdem a coloracao da area selecionada, na faixa de 0 a 255. De
posse dos dados de RGB, estes foram exportados para o programa Microsoft Excel (versao 2019)
e, por fim, os dados foram convertidos para a escala de cinza (EC) utilizando o algoritmo matricial

f(RGB), conforme Eq. 1.
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Figura 6 - Fluxograma do Tratamento da imagem usando software ImageJ

 ImageJ =JCE3
| Fle Edit image Process Analyze Pugins Window Help
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|Image 138e /Java 150_09 |
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Equacao I) f(RGB)- 0,2989 R + 0,5866 G + 0,1145 B |

Fonte: A autora

Figura 7 - Interface do software de obtengdo dos valores de RGB
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3.2  Amostras de leite

As amostras de leite integral, zero lactose, desnatado e em p6 foram obtidas no mercado
local da cidade de Uberlandia/MG@G, bairro Santa Monica. O leite cru foi coletado em um sitio
localizado na cidade de Iturama/MG. As amostras foram mantidas sobre refrigeracdo e nao
passaram por nenhuma etapa de pré-tratamento. Com auxilio de uma micropipeta, 50 pL da
amostra de leite foi adicionado ao uPADs. Apods a secagem, 50 puL da solucao de Fe(III) foi

adicionado. Os pPADs foram escaneados e processados conforme descritos no item 3.1.2. Este
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procedimento foi realizado em triplicatas. O leite em p6 foi preparado solubilizando 26,0583g da

amostra em 200 mL de agua.

3.3 Parametros analiticos avaliados

Os parametros analiticos constituem um conjunto de atributos mensuraveis que definem a
qualidade, desempenho e a confiabilidade desse método. Os parametros utilizados para determinar
o desempenho do método proposto foram: Linearidade, Faixa linear de trabalho, Exatidao,

Precisao, Limite de deteccao, Limite de quantificacao.

4 RESULTADOS

4.1 Otimizacao das condigdes de reacionais entre Fe(Ill) e AS em solucao

O método analitico proposto no presente trabalho foi baseado na forma¢ao de um complexo
entre acido salicilico e o ion Fe(III). Os testes iniciais foram realizados em solu¢ao onde o objetivo
era observar qualitativamente a formagao deste complexo. A Figura 8 apresenta as solugdes de (1)
AS de concentragio 400 mg L', (2) Fe(III) de concentragio 80mg L' e (3) complexo AS-Fe(IlI),

este apresentou uma coloragao diferente da solucdo aquosa de AS e da solugdo de Fe(III).

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

Fonte: A autor



37

4.2 Obtencao e avaliagdo do espectro de absor¢ao molecular do complexo

Para a obtengdo do espectro de absor¢do do complexo AS-Fe(Ill), foram preparadas
solugdes de AS de concentragio 400 mg L' e Fe(III) 80mg L!. Em seguida, essas solu¢des foram
misturadas em um baldo volumétrico de 10,0 mL. Apds a homogeneizacao dessa solucao, uma
aliquota de 3,0 mL foi transferida para uma cubeta de quartzo e levada ao espectrofotometro
fazendo uma varredura de comprimento de onda de 200 a 600 nm, O espectro de absorbancia ¢é
apresentado na Figura 9a. A relagdo entre a absorbancia com a concentragao do complexo em
diferentes comprimentos de onda foi avaliada. Para isso, foram adicionadas aliquotas de Fe(III)
0,05 mol L' em trés solugdes distintas de concentragdes de AS 0,03 mol L, 0,01 mol L, e 5.10"
3mol L'!. Observa-se pela Figura 9b que o pico de absorbancia maxima ocorre em 520 nm, obtendo
uma relagao direta com a concentragdo do AS. O resultado obtido neste experimento apresenta uma
concordancia com o desenvolvido por Pereira e colaboradores ¥ que obteve absorbancia maxima
em 525 nm, o que o permitiu a determinacao espectrofotométrica do teor de ferro a partir desta

reagao.
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Figura 9- Espectros de absor¢do obtidos entre os comprimentos de onda de 200 a 600 nm para (a)
400 a 600 nm (b) a formacao de AS-Fe(III) nas concentragdes de AS 0,03 mol L', 0,01 mol L' e
5.107 mol L' e de Fe(III) 0,05 mol L
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4.3  Estudo qualitativo do &cido lactico como um possivel interferente na reagao

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

apontando presenga ou auséncia de determinadas substancias nas amostras a serem analisadas.
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Assim, os resultados de uma andlise qualitativa sdo respostas bindrias como: presente/ausente,
positivo/negativo ou sim/ndo %*°°. Considerando que amostras de leite fresco podem conter
concentragdes de acido latico residual de aproximadamente 1-2 mmol L™, podendo aumentar para
10 — 20 mmol L por causa da fermentagio microbiana °!, faz-se necessario a avaliagdo deste
componente como um possivel interferente na determinacdo do AS em leite. O 4cido latico
apresenta um grupo carboxilato em sua estrutura — conforme demonstrado na Figura 10 — ¢ capaz

de reagir com o Fe(IIl), intensificando ou atenuando o sinal analitico.

Figura 10 - Estrutura quimica do é4cido lactico

O

OH
OH

Fonte: A autora

As solugdes de acido lactico foram preparadas nas concentragdes de 20, 15, 10, 5e 2
mmol L' em 4lcool etilico. 2 mL de cada uma dessas solu¢des foram adicionadas a tubos de
ensaios, seguidos de 1 mL da solugiio de Fe(IIT) 0,05 mol L'. Como visto na Figura 11, a
solu¢do nao apresentou mudanga de cor ao adicionar o Fe(III) e, portanto, o acido lactico ndo

pode ser considerado um interferente na reacao com Fe(III), nas concentragdes avaliadas.
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Figura 11 - Teste qualitativo da reagdo do acido lactico com o Fe(III)

Fonte: A autora

4.4 Otimizagdes dos pPADs para utilizagdo como substrato da rea¢dao colorimétrica

Para a obtencdo das melhores condi¢des para a detec¢ao da reagdo colorimétrica, alguns
parametros foram avaliados, tais como: volume da solugdo de Fe(Ill) e AS a ser adicionada no
papel, estabilidade do produto formado e a ordem de adi¢do dos reagentes. Estes parametros foram
otimizados para que resulte em maior uniformidade da cor formada, gerando assim, uma maior
intensidade de sinal analitico. Diante do exposto, foram variadas as seguintes condic¢des
experimentais: didmetro do pPADs (volume de reagentes), ordem de adi¢ao dos reagentes e tempo
para obtencdo da imagem digital.

Inicialmente, o spot test em papel foi fabricado e avaliado com um didmetro de 10mm. Com
auxilio de uma micropipeta, impregnou-se 10 uL da solugio padrido de AS 400mg L' e apos a
secagem, adicionou 10 pL de Fe(III) 80mg L. A reagdio ocorreu instantaneamente. Este teste
inicial permitiu observar qualitativamente a formac¢do do complexo AS-Fe(Ill), evidenciada pela
coloracdo roxa. Na Figura 12, observa-se a coloragdo caracteristica do complexo gerado, ao lado
temos a representacdo do branco que apresentou a coloragdo amarela, ou seja, a aplicagdo do papel

como substrato de reacao ¢ eficaz.
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Figura 12 - Teste da utilizagdo do papel como substrato para a reacdo colorimétrica

AS-Fe(IlII) Branco

4.4.1 Influéncia da ordem da adi¢do dos reagentes no padrao

A ordem de adi¢do dos reagentes ao uPADs ¢ um parametro importante a ser avaliado, pois
em alguns casos ocorre diferengas significativas entre a intensidade de cor do produto formado em
funcdo da ordem de adi¢do. Primeiramente, 10 pL 400 mg L' da solucdo padrio de AS foi
adicionado ao papel e em seguida 10 pL da solugdo padrdo de Fe(Ill) 80 mg L!. No segundo
experimento, foi adicionado 10 pL 80mg L' da solucdo padrio de Fe(III) e em seguida 10 uL da
solugdo padrio de AS 400mg.L"!. As imagens digitais dos dois experimentos foram obtidas e as
informacdes de intensidade de cor (RGB) foram extraidas. O sinal analitico final foi considerado
como sendo a subtragdo 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 interpretacdo dos dados gerados pelo
experimento, observou-se uma maior uniformidade e maior intensidade do sinal ao efetuar a adi¢ao
da solugdo padrio de Fe(III) primeiro. No papel temos a presenca dos grupos hidroxilas % e estes
podem estar tendo uma interacdo fisica como AS. Esse fato resulta em uma menor
disponibilidade do AS para reagir com os ions Fe(III). Na Figura 13, ¢ perceptivel uma melhor

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

Figura 13 - Avaliacdo qualitativa da ordem da adi¢@o dos reagentes Fe(III)

Fe(IIT) Antes Fe(IIT) Depois
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A seguir, foi realizada a avaliagdo quantitativa em fun¢do da ordem de adi¢cdo dos reagentes.
Variou-se concentracdo de acido salicilico entre 800 - 1700 mg L. Assim como observado nos
resultados qualitativos, o sinal analitico (EC branco - EC sinal) foi maior em todas as concentracdes
quando o Fe(III) foi adicionado primeiro. Os dados estao dispostos na Tabela 2. Observa-se pelo
aumento do sinal analitico que a adi¢do do Fe(IIl) primeiramente ao papel ¢ mais eficaz gerando
um maior sinal analitico, portanto, os estudos posteriores foram realizados utilizando estd condi¢do

de Fe(III) primeiro.

Tabela 2 — Avaliacdo quantitativa do sinal analitico (EC branco - EC sinal) pela ordem de
adicao do Fe(III)

Concentrag:,io da solucao Adicao do Ferro
padrao de Acido salicilico
(mg L) 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 Avaliagao do diametro da zona circular reacional uPADs

Para a avaliagdo da influéncia do tamanho da zona reacional na detectabilidade do analito,
as relagdes entre sinal analitico e concentracdao de AS foram construidas utilizando o procedimento
com spots com didmetro de 10, 20, 30 e 40 mm. Quanto menor o tamanho do pPADs menor sera
o volume de reagente adicionado no uPADs, ou seja, menor o nimero de mols disponiveis para
reagir e, portanto, menor serd a detectabilidade. As condi¢des de reacdo foram as mesmas para
todas as curvas analiticas geradas: Adicionou-se um volume adequado da solugdo de Fe(IIl) ao
uPADs e, ap6s a sua secagem, foi adicionado a solugao de AS. Com o uPADs totalmente seco, foi
levado ao scanner e a imagem gerada foi tratada adequadamente. Utilizando a Equagao 3 os valores

de RGB foram convertidos em EC.
Eq .3) Sinal = — Log EC sinal / EC branco

Para avaliar os resultados obtidos, foi realizada uma comparagao da linearidade em funcao
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do tamanho do pPADs, conforme demonstrado na Tabela 3. A linearidade se mostrou satisfatoria
(>0,99) em todos os diametros de pPADs. A faixa linear e o limite de detec¢do (LD) foram menores
para os diametros de 30 e 40 mm, conforme era esperado, pois quanto maior o tamanho do uPADs
maior sera o numero de mols disponiveis para reagir € melhor sera a detectabilidade. Comparando-
se o ganho de sinal em funcdo do volume do PPADs, os didmetros de 30mm foram os mais
adequados, uma vez que, operacionalmente, a impregnacdo do volume e o tempo de espera da
secagem do pPADs de 30mm ¢ menor em relagao ao de 40mm. Portanto, o diametro de 30mm foi
selecionado para as futuras analises. O limite de deteccao (LOD) foi calculado empregando-se o

método baseado em pardmetros da curva analitica, onde o LOD ¢ calculado usando 3 vezes o valor

do desvio padrdo do branco, dividido pelo coeficiente angular da curva de calibragdo 3+,
Tabela 3 — Estudo do diametro do pPADs por meio das linearidades e do LD
Diametro Volume Equacio R? Faixa Linear
(mm) uL mg L'
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 variacao da concentracao de Ferro (III)

Com o proposito de avaliar a influéncia da concentracao de Fe(IIl) no sinal analitico (EC
branco - EC sinal), realizou-se um estudo variando a concentracdo de Fe(III) entre 80 ¢ 330 mg L~
!, As concentragdes de AS também foram variadas em trés niveis: 100, 300 e 500 mg L!. Como
pode ser visualizado na Figura 14, foi observado um efeito significativo nos valores do sinal
analitico com o aumento da concentragdao de Fe(III). Nas concentragdes de 100 até 200 o valor do
sinal permanece constante e apos 200 mg L™ o valor diminui de maneira considerdvel, portanto
concentracdes de Fe(IIl) maiores ou igual a 200 mg L' , ndo ¢ viavel para ser utilizada, pois nestas
concentragdes sinal do branco € alto e como obtemos pelo delta (EC branco - EC sinal) o sinal
analitico diminui significativamente. Por essa razdo, a concentracdo de 100mg L' de Fe(III) foi

selecionada para o desenvolvimento das proximas etapas do trabalho.
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Figura 14 - Estudo da variagdo do sinal analitico em fun¢ao da concentragdo de Fe(III)
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4.6 Estudo da estabilidade do sinal analitico em funcao do tempo

Uma das vantagens do método proposto estd no fato da formagdo do complexo ocorrer de
forma imediata. No entanto, € necessario verificar a estabilidade do complexo formado em relacao
ao tempo. Foram adquiridas imagens apos a reacao do Fe(IIl) e AS em um intervalo de tempo de
0 a 35 minutos. As aquisi¢des das imagens foram realizadas a cada dois minutos € meio. Conforme
demonstrado na Figura 15, nota-se que a variacdo da intensidade do sinal analitico ndo ¢

significativa quando se compara o intervalo estudado.
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Figura 15 — Estudo da variagao do sinal analitico em func¢do do tempo de escaneamento do uPAD
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4.7 Influéncia da ordem dos reagentes em amostras de leite

Conforme visto no item 4.1.1, a avalia¢do da ordem de adicdo dos reagentes ¢ necessaria,
foi observado que em solugdo padrao a adicdo do Fe(III) antes apresenta uma maior magnitude do
sinal analitico. Em virtude disso, faz-se necessario a avaliagao da influéncia da ordem de adi¢ao
dos reagentes no leite. Entretanto, ndo foi verificado o mesmo comportamento da solu¢do padrao
frente a amostra de leite. No primeiro experimento adicionou-se 50 pL de Fe(III) 100mg L™, apos
secagem adicionou-se 50 pL da amostra de leite fortificados com 500mg L ' de AS. No segundo
experimento adicionou-se 50 uL da amostra de leite contendo 500mg L ! de AS e apos secagem
do papel, adicionou-se 50 pL de uma solugdo de Fe(IIl) 100mg L™, foram realizados os tratamentos
de imagens e obtidos os sinais analiticos nos dois experimentos. A Tabela 4, demonstra os sinais
analiticos obtidos nos dois experimentos onde temos a adi¢do do Fe(Ill) antes e depois, o sinal
analitico do experimento que adiciona o Fe(IIl) depois € maior, isto pode ser explicado devido a

viscosidade leite ser maior do que a do etanol utilizado como solvente da solu¢do padrdo de AS.
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Tabela 4 - Influéncia da ordem da adi¢ao dos reagentes nas amostras de leite

Amostras Ferro Antes Ferro Depois
Integral 11,9 45,8
Zero lactose 4.4 16,1
Desnatado 35,7 30,5
Po 22,9 36,7

4.8  Obtencao das figuras analiticas do método

O objetivo de avaliar parametros analiticos ¢ demonstrar que o método desenvolvido ¢é
d d 0 j i Stod d Itad fiaveis %3
adequado ao que se propde, ou seja, garantir que a método produza resultados confidveis °°.
Portanto, foram obtidas algumas figuras analiticas importantes, linearidade, exatiddo, precisao e o

limite de quantificagdo para as amostras de leite desnatado, zero lactose, integral, cru e em po.

4.8.1 Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade, foram construidas curvas analiticas pelo método da
calibracao externa. A curva analitica do padrao foi construida variando a concentracao de AS na
faixa de 100 a 1200 mg L "' (n = 6 pontos). A Figura 16, apresenta o grafico obtido da curva
analitica do padrdo, e a Figura 17 demonstra a curva analitica da solu¢do padrao e do leite zero
lactose. As retas obtidas pela construcao da curva do leite zero lactose e a reta da curva da solugao
padrao ndo estdo paralelas e seus coeficientes angulares ndo sdo os mesmos. Este resultado
evidencia que esteja ocorrendo o efeito de matriz, ou seja, a curva feita no padrao ndo representa
de maneira eficaz as curvas nos leites . Desse modo, foi necessario a construcio de curvas

analiticas em cada amostra de leite correspondente.
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Figura 16 - Curvas analitica da solug¢do padrao
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Figura 17 - Avaliagdo da interferéncia de matriz, pela relagdo da curva analitica do padrao

de AS e pela amostra de leite zero lactose
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As curvas analiticas nas amostras de leite foram construidas variando a faixa do AS da
seguinte forma: leite integral de 100 a 2.000 mg L', leite desnatado de 300 a 2.000 mg L leite
em po6 de 500 a 2.000 mg L', leite zero lactose de 100 a 1.500 mg L™! e leite cru de 100 a 1.500 mg
L. E importante pontuar que nenhumas das amostras de leite passaram por etapas prévias de
tratamento. A Figura 18 apresenta os graficos das curvas analiticas das amostras de leite zero
lactose, além dos parametros, como o coeficiente de regressao “b”, o intercepto “a” e o coeficiente
de correlagdo “R”. A ANVISA °? recomenda um R=0,99 ¢ o INMETRO # um valor de R>0,90,
em todas as curvas os resultados foram de um R>0,99, o que indica a capacidade do método em
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentragao da substancia de interesse, dentro de

um determinado intervalo de concentra¢des onde o método sera aplicado 87934,

Figura 18 - Curvas analiticas em amostras de leite (Integral, desnatado, em po, zero lactose e cru)
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4.8.2 Exatidao

O nimero de ensaios para o estudo da exatiddo utilizando o célculo da recuperagdo varia
segundo a legislagao ou diretriz adotada e também com as caracteristicas do método. A ICH
(International Conference on Harmonization) estabelece que um minimo de nove determinagdes
envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentracao deve ser obedecido. Por exemplo,
ensaios em triplicata para trés niveis de concentracio 5*%7. A ANVISA também adota esta mesma
metodologia como aceitével para avaliagio da exatiddo 2. Os processos mais utilizados para avaliar
a exatiddo de um método sdao: materiais de referéncia, comparacdo de métodos, ensaios de
recuperagio 5684,

A utilizagdo de experimentos de adicdo e recuperacdo sdo usuais nas metodologias
analiticas, visto que os materiais certificados de referéncia (CRM) sao dificeis de serem adquiridos
ou sdo inexistentes. A avaliacao da recuperagdo consistiu na fortificagdo com AS nas amostras de
leite, ou seja, adicionando solucdes com diferentes concentragdes de AS seguidas pela

determinagdo da concentracdo do AS adicionado. Calculou-se a quantidade percentual recuperada

pelo processo usando a féormula da Equagao 4.

[ valor obtido — valor real | x 100

Eq.4) Rec % =
q-4) Rec% valor real

Para que a recuperagao seja considerada satisfatoria, a porcentagem encontrada devera estar
no intervalo de 70-120%, contudo, se a metodologia a ser aplicada apresentar uma maior
complexidade analitica da amostra, ou seja, muitos interferentes neste intervalo de porcentagem de
recuperacio poderdo ser de 50 -120%, com precisdes variando em até 15% 2.

A exatidao foi avaliada em amostras de leite (integral, desnatado, zero lactose, em pd e cru)
fortificadas em trés niveis de concentracdo (baixa, média e alta) com o AS nas concentragdes
descritas na Tabela 5 e com n = 5. Todas as andlises foram feitas em triplicata e o percentual de
recuperagdao do método foram calculados. Os resultados estao dispostos na Tabela 5. O método
desenvolvido pode ser considerado suficientemente exato, pois as recuperacdes estdo
compreendidas na faixa entre 71,4 e 120%, que ¢ considerado aceitdvel segundo os guias de

validacao.
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Tabela 5 - Valores de recuperagao obtidos para amostras de leites fortificadas

Amostras Adicionado Encontrado Recuperacao
(mg L) (mg L) %
498 489 £2 99 +1
Leite cri 802 884 + 1 110+2
1.244 1.162+ 1 94 +£2
304 369 £6 121 £2
Leite desnatado 1.023 830+3 81+ 1
2.074 1.480+6 71+1
304 313+4 103 +£1
Leite integral 1.244 1455+ 1 116 +1
2.074 2.508 £3 120+ 1
498 515+7 104 £2
Leite em po 1.023 808+ 5 791
2.074 1.626 + 1 78 £1
304 275 +4 90 +1
Leite Zero 1.023 1.004 £ 1 98 +2
Lactose 1.521 1.506 £2 99 +1

4.8.3 Precisdo

A precisdo ¢ o termo geral usado para avaliar qudo disperso sdo os resultados entre os
ensaios independentes repetidos em uma mesma amostra ¥+%7. As duas formas mais utilizadas para
expressar a precisao de um método sdao a repetibilidade e reprodutibilidade, sendo usualmente
expressas pelo desvio padrao e o desvio padrao relativo (RSD) ou coeficiente de variagdo (CV%).

A repetibilidade ¢ o grau de concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de um
mesmo mensurando e nas mesmas condi¢cdes de procedimento, mesmo operador, mesmo
instrumento e repeticdes em curto espaco de tempo. A precisao neste trabalho foi mensurada pelo
parametro de repetibilidade. Logo, foram realizadas 12 reagdes sucessivas na amostra de leite

desnatado fortificando com 500 mg L' de AS no spot de 30mm, e Fe(IlI) 100 mg. L', por fim
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foram geradas as imagens e os respectivos sinais analiticos. Dessas medidas realizou-se o calculo
do desvio padrao relativo ou coeficiente de variagao (CV) e o valor obtido pelos 12 sinais analiticos
apresentaram um desvio padrdo de 1,2 e um CV de 0,7%. Este valor indica uma boa precisdao do

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

4.9 Comparagdo com o método oficial qualitativo para identificagdo de AS em amostras de leite

Os o6rgaos governamentais regulamentadores t€ém por finalidade fiscalizar e aprovar a
fabricagdo e comercializagdo da cadeia produtiva do leite e seus derivados. Os principais 6rgaos
fiscalizadores sdo: MAPA (Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento) através da IN 62,
DIPOA (Departamento de Inspe¢do de Produtos de Origem Animal) e SIF (servigo de Inspecdo
Federal). As empresas precisam se adequar as exigéncias estabelecidas para que possam
comercializar esses produtos tanto no mercado interno quanto externo >.

A Instrucdo Normativa 62 ira descrever os requisitos minimos para que o leite possa ser
comercializado, definindo os valores e especificacdes de producdo como: composi¢do do leite (teor
de gordura, acidez, etc.), transporte (temperatura, tempo de viagem até o laticinio), especificagdes
do estabelecimento (4rea construida, pisos e esgoto, paredes, aberturas e iluminagéo . No entanto,
ndo descreve uma metodologia oficial especifica para a determinagdo de AS em amostras de leite
e derivado. Em produtos dermatologicos a Farmacopéia Brasileira sugere como metodologia
oficial a volumetria de neutralizagio *°. Contudo, para uma comparagio do método proposto a um
oficial, aplicou-se a metodologia oficial para testes de AS em leite descrita pelo padrao Indiano
(IS: 1479 (Part II) — 1961) *7.

A metodologia oficial Indiana foi desenvolvida a partir da adicdo em um funil de separagdo
de SmL das amostras de leite, seguidos da adi¢cdo de ImL de HCI, depois, agitou-se manualmente,
observando um aspecto “coalhado” com formacado de grumos nas paredes do funil. Em seguida,
adicionou-se 5 mL de éter etilico e agitou-se a separacao com auxilio de uma centrifuga na rotacao
de 3000rpm por 8 min, na parte liquida adicionou-se ImL de 4gua e 1mL de Fe(III) 0,5%.

A Figura 18 apresenta os dados qualitativos do estudo comparativo entre o método oficial
para a analise de acido salicilico em trés amostras de leite. Foram analisadas amostras de leite
desnatado, cru, em po e zero lactose. O leite cru e zero lactose foram fortificados com 800mg L!
de AS, e analisados pela metodologia oficial indiana. Sem a dopagem nenhuma das amostras

estudadas foram detectadas a presenca da coloragdo violeta que ¢ a indicagdo da formagdo do
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complexo AS-Fe(Ill), bem como ndo havia sido detectado no teste com os pPADs. Portanto, a
presenga do AS na faixa de trabalho estudada ndo 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 analise de acido salicilico em

leite aplicado na India

Leite Cru Leite em po Leite Zero Lactose

Dopados com AS
(800 mg.L-»

Fonte: A autora

4.10 Estabilidade do Acido salicilico em amostras de leite

O AS ¢ dito como um conservante devido as suas agdes bacteriostaticas. Dessa forma,
avaliamos o comportamento do sinal analitico em amostra de leite cru, leite zero lactose e leite em
p6 que foram fortificadas de AS nas concentracdes de 500 e 1000mg L. A cada 8 dias decorridos

eram realizadas o teste de reacdo nestas mesmas amostras que foram fortificadas anteriormente
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com o AS. A Tabela 6 apresenta os valores de recuperacao obtidos neste estudo, os dados mostram
que a intensidade do sinal diminuiu em 47% em relacdo ao dia inicial 26-10-21 da fortificacao.
Na Figura 19, o comportamento do sinal analitico difere-se entre as amostras de leite cru,
leite zero lactose e leite em po, o maior sinal foi observado para o leite em po, € o que apresentou
uma maior variacao no periodo de 15 dias também foram as amostras de leite em p6. Mesmo apos
15 dias decorridos da dopagem do leite com AS obtivemos sinal analitico consideravel nas trés
amostras. No periodo posterior de 23 dias de dopagem as amostras estavam todas coalhadas, nao

sendo possivel a avaliacao do sinal posterior ha 15 dias.

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

zero lactose e leite em po

Dia Leite Cru Leite em Po Leite Zero lactose
500 1.000 500 1.000 500 1.000
mg L mg L! mg L mg L! mg L mg L!
1° 518,17 971,91 470,91 774,15 503,05 884,7
26-10-21 +0,02 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01
2° 398,36 850,01 355,98 628,89 401,71 781,14
04-11-21 +0,01 +0,01 +0,02 +0,01 +0,02 +0,01
3° 245,00 566,56 299,61 455,47 225,07 524,76
11-11-21 +0,01 +0,02 +0,03 +0,03 +0,02 +0,03
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Figura 20 - Estudo do comportamento do sinal analitico no periodo de 15 dias sobre a

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

Leite cru
Leite zero lactose
Leite em pod

4.11 Aplicag@o nas amostras

ApoOs a obtengdo das melhores condigdes e validagdo do método desenvolvido, este foi
aplicado para determinagdo de AS em de amostras de leite. Inicialmente, adicionou-se 50 uL de
cada amostra de leite no pPAD, apos secagem adicionou-se 50 uL da solucdo de Fe(IIT) 100 mg L-
!, a0 spot de 30mm e a imagem foi obtida e tratada conforme descrita no item 3.1.2.

O sinal analitico foi obtido utilizando as equacdes da reta do tipo y = ax + b, em cada leite
estudado, isso se deu pelo fato de que a curva analitica do padrdo nao possa ser representativa para
os leites (integral, desnatado, em po, zero lactose e cru), considerou-se o y como a intensidade cuja
concentragdo deve ser obtida. Desse modo, a concentracao, x, foi obtida por substitui¢do direta dos
coeficientes a e b na equacdo da regressdo, resultando x = y—b/a. O resultado obtido, apds

substitui¢do do sinal analitico na equagdo da reta, ndo detectou a presenca do conservante AS
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dentro da sensibilidade obtida no método proposto. Vale lembrar que o AS ndo ¢ permitido ser
encontrado em nenhuma concentracdo em amostras de leite, o uso do AS deve ficar restrito para

usos dermatoldgicos e também como matéria prima na producao do medicamento AAS.
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5- CONCLUSOES

Neste trabalho de mestrado foi desenvolvido uma metodologia analitica atrativa, aplicando
a reacao colorimétrica do AS com Fe(Ill), realizadas em microdispositivos analiticos em papel os
spot tests. A aplicacdo do tratamento de imagens digitais mostra-se como uma excelente alternativa
para o monitoramento da reagdo colorimétrica. Em virtude, de garantir métodos confidveis para
identificar fraudes por adulteracdo de conservantes em amostras de leite ¢ de extrema importancia
do ponto de vista econdomico e da seguranga alimentar, pois a legislacao brasileira ndo permite o
uso de conservantes, como o caso do AS, ¢ obrigatério que seu uso fique restrito somente em
produtos dermatologicos.

Em suma, o método desenvolvido nesta dissertacdo apresenta-se com resultados
satisfatorio, na qual foram otimizadas as melhores condi¢des de deteccdo e da reagdo, tais como a
ordem de adi¢do do Fe(III) sendo no padrdo o Fe(Ill) antes apresenta-se melhor desempenho ja nas
amostras o melhor resultado ¢ da adi¢cao de Fe(Ill) depois, tamanho do spot foi de 30mm, o sinal
analitico obtido pelo scanner ndo apresentou variagdes significativas no intervalo de 35min. As
figuras analiticas; faixa linear, linearidade, exatidao, precisdo, limite de quantificagdo (LQ), foram
avaliadas e em todos estes os resultados evidenciam que o método proposto gera informagdes
confiaveis sobre a amostra estudada.

Por fim, o procedimento proposto ofereceu caracteristicas analiticas comparaveis as
obtidas por outros procedimentos relatados na literatura, com a vantagem de nao exigir nenhuma
etapa do preparo da amostra de leite, e de ser um método simples, de analises rapidas e com um

custo baixo.
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