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RESUMO

A pratica DIY (Do It Yourself) estd permitindo a constru¢cdo de dispositivos analiticos
personalizados, acessiveis, portateis e faceis de usar, adaptados para véarias técnicas
analiticas. Para potencializar as capacidades desses dispositivos, a integracao de sistemas
[oT (Internet of Things) permite que os dispositivos tenham conexdo com a internet,
podendo coletar e transmitir dados em tempo real, facilitando o monitoramento e a
andlise. Nesta perspectiva, foram construidos trés dispositivos, para atender
determinagdes especificas, ndo s6 em termos de exigéncias analiticas, mais também na
perspectiva ambiental, obedecendo principios da quimica verde. Primeiro foi construido
um dispositivo portatil para a determinagao colorimétrica de nitrito em aguas, baseado no
método de Griess. Neste trabalho, o sensor RGB APDS 9960 foi empregado como
detector e um LED verde (A=530 nm) como fonte de luz. Como microcontrolador foi uma
placa ESP 32 alimentada por uma bateria de litio recarregavel, e também como roteador
para transmissdo de dados para o smartphone por Wi-Fi. Os sinais foram monitorados
selecionando o canal verde. O procedimento alcangou um limite de detec¢io de 2 ug L',
precisdo intradia e interdia de 1,6 e 2,4 %, respectivamente. Comparado com o método
UV-VIS, a utilizacgio do LED verde apresentou maior sensibilidade e precisdo. O
dispositivo proposto tem uma autonomia de 7 h de trabalho, possibilitando assim uma
alternativa viavel para determinagdo de nitrito in situ. O segundo dispositivo visava
determinagdo de formaldeido em leite, baseando se na reagao de Hantzsch, que consiste
na reagdo de formaldeido com acetilacetona para formar 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina
(DDL). O método empregou um sensor AS 7341 para fazer medidas simultdneas de
refletincia e de fluorescéncia do DDL a 415 nm e 515 nm, respectivamente. O
procedimento apresentou alto coeficiente de correlagio, limite de detecgdo de 27 ug L
e precisao de 0,12 % para medida de refletancia. Enquanto para fluorescéncia, o limite de
detecgdo foi de 30 ug L' e 0,92 % de precisdo. Esses resultados garantem confiabilidade
e exatidao dessa abordagem, tornando-a uma ferramenta valiosa para a determinagao de
formaldeido em amostras de leite. Por fim, o terceiro trabalho apresentou um método para
a quantificagdo de glicerol em amostras de vinho, empregando um dispositivo Otico
portatil usando sensor AS 7341, como detetor. A estratégia quimica envolveu a oxidagao
do glicerol usando periodato, seguida pela formacdo do DDL através da reacdo com
acetilacetona. O procedimento otimizado demonstrou desempenho analitico adequado
para a determinagdo de glicerol em amostras de vinho, apresentou alto coeficiente de
correlacdo (r = 0,998), baixos limites de detecgdo (0,050 mg L) e boa precisio (RSD =
0,1 %). Essas caracteristicas o tornam adequado ndo apenas para a andlise rotineira de
glicerol na industria do vinho, mas também para enfrentar desafios relacionados a
adulteracdo e a falsificagdo do vinho. Esses estudos demonstraram a eficacia e
versatilidade do uso de sensores de cores para diferentes aplicagcdes analiticas, com
vantagens de portabilidade, baixo custo e potencial para integragao com tecnologias IoT.

Palavras-chave: Sensores oticos, DIY, IoT, Nitrito, Formaldeido ¢ Glicerol



ABSTRACT

DIY (Do It Yourself) practices have make possible to build personalized, affordable,
portable, and easy-to-use analytical devices adapted to various analytical techniques. To
improve the capabilities of these devices, 0T (Internet of Things) integration is taking
place, making the devices internet-connected and able to collect and transmit data in real-
time, facilitating remote monitoring and analysis. With this in mind, three devices were
built to meet specific requirements regarding analytical demands and, from an
environmental perspective, in line with the principle of green chemistry. Firstly, based on
the Griess method, a portable device was built for the colorimetric determination of nitrite
in water. An APDS 9960 RGB sensor was used as the detector, and a green LED (A=530
nm) as the light source. An ESP 32 board powered by a rechargeable lithium battery was
used as a microcontroller and a router for transmitting data to the smartphone by Wi-Fi.
The signals were monitored by selecting the green channel. The procedure achieved a

detection limit of 2 pg L~ , intra-day and inter-day precision of 1.6 and 2.4 %,
respectively. The green LED showed greater sensitivity and precision compared to the
UV-VIS method. The proposed device has a working autonomy of 7 hours, making it a
viable alternative for in situ nitrite determination. The second device aimed to determine
formaldehyde in milk, based on the Hantzsch reaction, which consists of formaldehyde
reacting with acetylacetone to form 3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidine (DDL). The method
used an AS 7341 sensor to take reflectance and fluorescence measurements of DDL at
415 nm and 515 nm, respectively. The procedure showed a high correlation coefficient,
a limit of detection of 27 ug L' and a precision of 0.12 % for reflectance measurements.
For fluorescence, the detection limit was 30 pg L and the precision was 0.92 %. These
results guarantee the reliability and accuracy of this approach, making it a valuable tool
for analyzing formaldehyde in milk samples. Finally, the third paper presented a method
for quantifying glycerol in wine samples, employing a portable optical device using the
AS 7341 sensor as a detector. The chemical strategy involved the oxidation of glycerol
using periodate, followed by the formation of DDL through a reaction with acetylacetone.
The optimized procedure demonstrated adequate analytical performance for the
determination of glycerol in wine samples, showed a high correlation coefficient (r =
0.998), low limit of detection (0.050 mg L™ ) and good precision (RSD = 0.1 %). These
characteristics make it suitable for routine glycerol analysis in the wine industry and
tackling challenges related to wine adulteration and counterfeiting. These studies have
demonstrated the effectiveness and versatility of using color sensors for different
analytical applications, with the advantages of portability, low cost and potential for
integration with IoT technologies.

Keywords: Optical sensors, DIY, IoT, Nitrite, Formaldehyde and Glycerol
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL

1.1 DO IT YOURSELF (DIY)

A préatica Do It Yourself (DIY) ou faga vocé mesmo, envolve um conjunto de
atividades criativas nas quais as pessoas usam, adaptam e modificam os materiais
existentes para produzir alguma coisa (BUECHLEY et al., 2009). E uma pratica antiga e
bem ampla, envolvendo a capacidade do ser humano transformar o seu ambiente natural
e adapta-lo as suas necessidades, sem necessariamente que seja um expert no que esta se

propondo a fazer.

O termo DIY vem sendo associado aos consumidores desde 1912, inicialmente,
era mais aplicado em atividades caseiras para a melhoria e a manutencdo (GELBER,
1997). Esta pratica esta criando possibilidades de trabalho em varias areas do
conhecimento, onde em fun¢do das publicagdes pode se destacar as ciéncias da
computagdo e comunicagdo (31%), educacdo e ciéncias multidisciplinares (17%),
medicina e saude publica (14%) e quimica analitica (3%) de um universo de mais de 30
mil publicagdes (Figura 1A). Verifica se também um incremento do nimero de
publicacdes e de citagdes de trabalhos que fazem referéncia o termo DIY na quimica
analitica nos ultimos 8 anos (Figura 1B). Este fato deve estar associado ao aumento do
uso e do acesso a internet, 0 que permite que mais pessoas compartilhem as suas ideias

em varias plataformas ou sites, de modo que seja util para outras pessoas.

Figura 1: (A) Percentagem de publicagdes sobre DIY por areas cientificas (E. =
Engineering; C.S. & C. = Computer Science & Communications; E. & M. S. = Education &
Multidisciplinary Sciences; M. & P. H. = Medicine & Public Health; M. & B. = Management &
Business; S. S. = Social Sciences; Chem. Ana. = Analytical Chemistry; C. M. = Chemistry
Multidisciplinar; E. S. = Environmental Sciences) e (B) Evolugdo de publicacdes de artigos e
citagdes referenciando a pratica DIY na quimica analitica.
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Fonte: Web of Science (Fevereiro, 2024)
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A primeira referéncia do termo DIY em um artigo cientifico de quimica analitica,
foi em 2006, quando MOHANTY; KIM e BEEBE (2006) construiram um dispositivo de
microeletroforese, usando a plataforma tectonica mfluidica (mFT) e uma inser¢ao capilar
removivel (RCI) para facilitar a coleta de amostras apos a separacao. ALAGIRISAMY,
HARDAS e JAYARAMAN (2010), referenciaram, igualmente, o termo DIY quando
construiram um dispositivo colorimétrico para detec¢ao de compostos volateis de sulfeto.
O dispositivo consistia em um detector fotométrico e uma unidade de amostragem de gas
para coleta de ar exalado pela boca, que continham compostos volateis de enxofre como
sulfeto de hidrogénio e dimetil sulfeto. O reagente era constituido por iodo e amido, e a
diminui¢do da concentracdo de iodo na reacdo com sulfeto de hidrogénio foi detectada
colorimetricamente. Os autores empregaram uma lampada com filamento de tungsténio

como fonte de luz e um fotodiodo (PerkinElmer/N VTB 8441B) como detector.

A pratica DIY estda permitindo a constru¢do de dispositivos analiticos
personalizados, acessiveis, portateis e faceis de usar, adaptados para varias técnicas, como
por exemplo a técnica cromatografica (MUCEDOLA et al., 2017), espectrofotométrica
(GRAZIOLI et al., 2020; SOUSA et al., 2023) e eletroanalitica (BROWN et al., 2022;
POULLADOFONOU et al., 2022; SONIA; ZANHAL; PRASAD, 2020; SOUSA et al.,
2023). Para melhorar as capacidades desses dispositivos analiticos DIY, estd ocorrendo a
integracdo da tecnologia de Internet das Coisas (IoT, do inglés Internet of Things),
fazendo com que os dispositivos DIY tenham conexdo com internet, podendo coletar e
transmitir dados em tempo real, facilitando o monitoramento e a analise remota

(CADEADO et al., 2022a; ELLIS et al., 2015; MAYER; BAEUMNER, 2019).

1.2 INTERNET OF THINGS (1oT)

Internet of Things € o conceito em que os objetos fisicos interatuam entre si
através da Internet e podendo identificar-se mutuamente (ASHOURI et al., 2019). A IoT
possibilita a conexao de diversos dispositivos com a internet, dispondo-se de diversas
tecnologias, protocolos e comunicagdes, de modo a proporcionar administragdo
inteligentes, rastreamento e monitoramento (PATEL; PATEL; SALAZAR, 2016). A
Internet das Coisas trata-se de um ecossistema que conecta objetos fisicos, através de um
endereco ou rede, para trocar, armazenar e coletar dados através de uma aplicacao de

software.
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As publicagdes de artigos na area de IoT tém aumentado significativamente nos
ultimos 12 anos (Figura 2). Mais de 102 mil artigos foram publicados, dos quais 3,68 %
em revistas sobre quimica analitica, com mais de 35 mil cita¢cdes. No entanto, embora
publicados em revistas de Quimica Analitica, muitos destes artigos ndo apresentam
aplicagdes analiticas, visto que envolvem o desenvolvimento e a aplicagdes de sensores

inteligentes para uso industrial e doméstico.

Figura 2: Evolucao das publicagdes de artigos cientificos e citacdes sobre loT na area
de quimica analitica.
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Fonte: Web of Science (Fevereiro, 2024)

Para WANG et al. (2015) a tendéncia crescente de artigos sobre IoT esta
relacionada com o progresso da tecnologia e dos varios planos de a¢do sobre a IoT

emitidos por algumas comunidades e paises, tais como a Unido Europeia (UE) em 2009

e pela China de 2011 a 2015.

O termo ““internet das coisas” foi citado pela primeira vez em aplicacoes
analiticas no ano de 2013. Os autores desenvolveram um sensor potenciométrico sem
fio para uso com eletrodos de pH e ion seletivos. O sensor foi capaz de medir de forma
autdbnoma, armazenar o potencial do eletrodo e, em seguida, transferir os dados
registrado, por RFID para um leitor proximo ou por comunicagdo de campo proximo
(NFC, do inglés Near Field Comunication) para um smartphone (KASSAL;
STEINBERG; STEINBERG, 2013).

As publicagdes de artigos e citacdes de dispositivos IoT baseados em placas
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Arduino e/ou Raspberry Pi, assim como do uso de tecnologias sem fio tais como
Bluetooth e Wi-Fi para aplica¢des analitica aumentaram nos ultimo 12 anos (Figura 3).
Isso demonstra a popularidade e a facilidade de implementagdodessas ferramentas em

dispositivos IoT na quimica analitica.

Figura 3: Evolucdo de publicacdes de artigos cientificos e citagdes referenciando o
uso de Ardruino (A), Raspberry (B), Bluetooth (C) e Wi-Fi (D) em dispositivos loT empregues
na quimica analitica.
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Fonte: Web of Science (Margo, 2024)

A arquitetura IoT mais utilizada apresenta trés camadas, nomeadamente:
percepcao, rede e aplicagdo (AL-QASEEMI et al., 2017). A camada de percepcao ¢
constituida por sensores que coletam dados do ambiente e os enviam para a camada de
rede. A camada de rede ¢ responsavel por coletar as informacdes provenientes da camada
de percepgao e envia-las para a camada de aplicacdo, usando tecnologias de comunicagao
sem fio, tais como Wi-fi, Bluetooth ¢ RFID. A camada de aplicacao ¢ responsavel pela
gestdo e processamento dos dados, para tal sdo usados computadores de placa Unica, tais

como Arduino, Raspberry e ESP 32.
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1.3 COMPUTADORES DE PLACA UNICA

Os computadores de placa tnica, do inglés Single-Board Computers (SBCs), sdo
dispositivos formados por uma tnica placa de circuito de memoria e processador e t€ém a
capacidade de adquirir informacdes por meio de sensores (ISIKDAG, 2015). SBCs
contétm todos os circuitos necessdrios para uma tarefa de controle 1util: um
microprocessador, circuitos de E/S (entrada/saida), um gerador de clock, memoria

RAM e ROM, e circuito integrado (ICs) de suporte.

Na quimica analitica os SBCs sdo utilizados para diversos fins, tais como para
construgdo de fotometro, aquisicdo de sinais analiticos e automacdo. Os SBCs mais
populares sdo Arduino e Raspberry Pi. No entanto, ambos tém vantagens e desvantagens.
Arduino ¢ facil de operar e programar, porém ndo ¢ adequado para tarefas complexas
e aplicativos que requerem interfaces graficas (ARIZA; BAEZ, 2022). Raspberry Pi
requer um conhecimento da linguagem de programagao, o que torna a sua execu¢ao mais
complexa do que o Arduino, porém ¢ adequado para uma ampla variedade de aplicacdes,

incluindo servidores e projetos complexos de IoT (ISIKDAG, 2015).

Arduino ¢ uma plataforma eletronica de codigo aberto, desenvolvido na Itélia,
que une hardware e software simples para uso. Pode ser programado usando as
linguagens de programagdo C/C++ e usam o ambiente IDE. A placa de Arduino ¢
constituida por um microprocessador da familia ATmega328 que opera a 10 bits, tem
14 GPIO (General-Purpose Input/Output) digitais e analogicos, ADC (Analog to Digital
Converter), memoria FLASH, memoéria RAM e vérias interfaces do tipo: SPI (Serial
Peripheral Interface), 12C (Inter-Integrated Circuit) e UART (Universal Asynchronous

Receiver Transmitter).

O emprego do Arduino em dispositivos IoT tem aumentado nos tltimos 12 anos,
resultando em mais de 10 mil publicag¢des, das quais 3,12% estdo relacionadas com a
quimica analitica, como foi mostrado na Figura 3A. Este fato deve estar associado ao
baixo custo de aquisi¢@o e simplicidade na execugdo e no desenvolvimento de programas.
O primeiro uso de Arduino em dispositivo analitico foi em 2013, quando Anzalone e
colaboradores (ANZALONE; GLOVER; PEARCE, 2013) construiram um colorimetro
de cédigo aberto impresso em 3D, usando um diodo emissor de luz (LED, do inglés Light

Emiting Diode) com pico de emissdo proximo a 606 nm, como fonte de luz, € um sensor
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TSL 230R, como detector. O desempenho do dispositivo foi avaliado para determinagao

de demanda quimica de oxigénio (DQO).

A placa Arduino foi empregada para o desenvolvimento de varios dispositivos
IoT aplicaveis para medidas fotométricas (BZURA; FIEDORUK-POGREBNIAK;
KONCKI, 2018; GRAZIOLI et al., 2020; KHANFAR; AL-FAQHERI; AL-HALHOULI,
2017, MACHADO; PETRUCI; SILVA, 2021a; SANTOS; REIS, 2021), colorimétricas
(DE MORALIS et al., 2015; MAEJIMA; HIRUTA; CITTERIO, 2020; SINGH et al.,
2020a), fluorimétricas  (GILLANDERS; SAMUEL; TURNBULL, 2017,
GREENAWALD et al., 2017; HEO et al., 2019; HOSSAIN et al., 2017; KIRUBA
DANIEL et al., 2019; NG et al., 2013; NGHIA; HUY; LEE, 2020), quimiluminescéncia
(BRANDAO; PERDIGAO; REIS, 2021) e eletroquimicas (AGUSTINI et al., 2020;
AINLA et al., 2018; GAO et al., 2021; KHAN et al., 2018; LIU et al., 2017; MELONI,
2016; MERCER et al., 2019a; SHEN et al., 2020; ZHANG et al., 2015).

Em 2016, surgiram as placas da familia ESP 32 e ESP 8266. Com isso tornou-
se mais facil o processo de aquisicdo e envio de dados, assim como a utilizacdo de
recursos para visualizacdo dos dados, como as ferramentas de MQTT (Message Queue
Telemetry Transport). ESP 32 ¢ um microcontrolador de baixo custo e que tem integrado
interfaces Wi-Fi e Bluetooth. Além de permitir a alocacdo dos sensores nos pinos, os
dados sdo enviados, por intermédio de um servidor, a uma nuvem, onde a saida pode ser

monitorada por meio de um aplicativo, ou vista como uma pagina na Web.

A placa ESP 32 ¢ constituida por microprocessador dual core Tensilica Xtensa
32-bit LX6, tem 36 GPIOs, 18 ADC, 2 DAC (Digital Analog Converter), memoria
FLASH (16MB), memoria RAM (512kB), vérias interfaces do tipo: SPL, I2C e UART,
micro USB, dois botdes (Enable-En e Boot) e possui uma saida de tensdao em 3,3 volts.
Também apresenta chip Wi-Fi embutido, que opera na faixa de 2.4 a 2.5 GHz e Bluetooth
v4.2 (Bluetooth Low Energy). O primeiro relato na literatura sobre a utilizacdo do ESP
32 em dispositivos na quimica analitica foi em 2019. Os autores (MERCER et al., 2019b)
desenvolveram uma plataforma (iMED) integrada de biossensor para deteccao de
glicose. O dispositivo foi projetado para realizar medi¢des de voltametria ciclica e
amperometria. Um microcontrolador ESP 32 foi utilizado para controlar o potenciostatoe

para aquisi¢ao de dados. O iMED foi programado através de uma rede sem fios Wi-Fi e
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os dados dos processos eletroquimicos foram enviados para a nuvem.

Raspberry ¢ um tipo de SBCs que se conecta a um monitor, usa um teclado e um
mouse padrao. Foi desenvolvido no Reino Unido pela Fundagdo Raspberry-Pi. A placa ¢
constituida por um microprocessador da familia Broadcom BCM, tem memoéria FLASH
e RAM, uma média de 40 GPIO em fung¢ao da série e outros periféricos (USB, Ethernet,
HDMI, audio).

O emprego do Raspberry em dispositivos IoT na quimica tem aumentado nos
ultimos 12 anos, resultando em mais de 11 mil publica¢des, dos quais 2,88% estdo
relacionados com a quimica analitica, como foi mostrado na Figura 3B. Este fato deve
estar associado ao baixo custo de aquisi¢ao e por ser adequado para o desenvolvimento
de dispositivos IoT portateis e complexos, com possibilidade de integrar aquisicao de

dados e controle de dispositivos em um unico sistema.

O primeiro registro na literatura sobre o uso de Raspberry em quimica analitica
foi em 2014. Os autores (TING et al., 2014) desenvolveram uma abordagem fAcil para
amostragem automatizada e posterior introducao de amostras em um aparelho de GC-MS
(cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas), a fim de monitorar
processos quimicos dindmicos em tempo real. O sistema proposto incorporou duas
valvulas, uma bomba peristaltica, um agitador e Raspberry Pi, como unidade de controle
eletronico. Um programa em linguagem C foi usado para controlar o funcionamento da
bomba (ligar/desligar, direcao do fluxo), atuagdo das valvulas e inicio das execugdes do

GC-MS.

A placa raspberry Pi foi empregada para o desenvolvimento de varios
dispositivos IoT aplicaveis para medida fotométrica (TONELLI et al., 2019),
colorimétrica (BUENO; MANUEL, 2021; JANG; AHMED; NEETHIRAJAN, 2017; QI
etal., 2021; TOK et al., 2019; TONELLI et al., 2021), fluorimétrica (BILLS et al., 2020;
CHEN et al., 2019), de fosforescéncia (BUNGE et al., 2019) e electroanalitica
(ALVAREZ et al., 2019; GEVAERD et al., 2021; JARVINEN et al., 2017), assim como
para técnicas de separacdo (LAM et al., 2020; SCHADE et al., 2021; TING et al., 2014).
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1.4 BLUETOOTH E Wi-Fi

Bluetooth ¢ uma tecnologia de baixo custo para conexdes sem fio entre
dispositivos através de ondas de radiofrequéncia na faixa dos 2.4GHz. Segundo RUIZ-
GARCIA et al. (2009) Bluetooth foi desenvolvido como um protocolo sem fio para
comunicagao de curto alcance em redes de area pessoal sem fio (PAN, do inglé€s Personal

Area Network) como um substituto de cabo para dispositivos moveis.

O Wi-Fi surgiu no final da década de 1990, trazendo uma nova forma de conexao
a Internet: sem fio. WiFi ¢ um conjunto de especificagdo local sem fio, baseado no padrao
IEEE 802.11. Sua abreviatura vem do termo em inglés Wireless Fidelity. Essas
tecnologias diferem-se quanto a finalidade, alcance, velocidade de transmissdo de dados

e consumo de energia (Tabela 1).

Tabela 1: Comparagio entre as tecnologias Wi-Fi e Bluetooth
Wi-Fi Bluetooth
Fornecer acesso a internet e

Conectar dispositivos pessoais

Finalidade transferéncia de dados em redes o
. em curtas distancias,

locais

Geralmente abrange uma area Tem um alcance mais curto
Alcance .

maior (10 - 100 metros) (menos de 10 metros)
Velocidade de Oferece velocidades de Possui velocidades de
transmissao transmissdo mais altas (6,75 Gb/s) transmissao mais baixas (3 Mb/s)
Consumo de Energia Maior Menor

Fonte: Adaptado de ALVES et al. (2019)

A utilizagdo dessas tecnologias em dispositivos IoT na quimica analitica tem
aumentado nos ultimos 12 anos, resultando em mais de 12 mil publica¢des, dos quais

4,54% (Bluetooth) e 3,18% (Wi-Fi), como foi ilustrado nas Figuras 3C e 3D.

A tecnologia Bluetooth foi usada pela primeira vez na quimica analitica em
2006, quando KIM et al. (2006) desenvolveram um sistema simples de analise de sabor
usando um sistema sensorial baseado em um sensor eletroquimico e assistente digital
pessoal (PDA) para analise visual e quantitativa de diferentes sabores de cervejas e chas
utilizando técnicas de reconhecimento de padrdes. O sistema sensorial se comunica com
PDA, que possui diversos beneficios interessantes para andlise e exibi¢cdo de dados, via
wireless utilizando Bluetooth. No trabalho, ndo se faz referéncia a microcontrolador

usado, mostrando se apenas as suas caracteristicas (8 bits, memoéria FLASH de 368 bytes,
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memoria RAM 256 bytes, ADC e SPI).

Em 2015, foi relatado pela primeira vez, o uso do Bluetooth acoplado a placa
Arduino na quimica analitica. Os autores (ZHANG et al., 2015) desenvolveram uma
plataforma portatil de biossensor baseada em smartphone usando eletrodos impressos
para deteccao de 2.,4,6-trinitrotolueno (TNT). O dispositivo portatil possuia eletrodos
modificados, analisador de rede/conversor de impedancia (circuito AD5933 e LM358),
microcontrolador (placa Arduino) e um mddulo Bluetooth (HC-06). Um aplicativo foi

projetado controlar as medidas de impedancia e visualizagao dos dadosem tempo real.

A tecnologia Wi-Fi foi referenciada pela primeira vez em trabalhos na quimica
analitica em 2013, quando JANG et al. (2013) construiram uma plataforma sem fio para
monitoramento remoto em tempo real de sensores de nanotubos de carbono. A plataforma
foi constituida por trés partes: detec¢do, processamento de sinal e roteador Wi-Fi. O

monitoramento remoto foi aplicado para detec¢ao de vapor de metanol.

1.5 SENSORES OTICOS

Os sensores quimicos sao usados para medir a presenca de uma espécie em uma
determinada amostra de interesse. Segundo HULANICKI, GLAB e INGMAN (1991), os
sensores quimicos podem ser classificados em fun¢do da varidvel a ser medida, podendo

ser: Otico, eletroquimico, magnéticos e térmicos.

A utilizagdo de sensores de baixo custo merece um destaque nos ultimos anos,
visando sempre a construcdo de dispositivos analiticos personalizados a uma espécie
quimica de interesse. Dentre eles, se destacam os sensores Oticos. A utilizagdo de
sensores Oticos para a constru¢do de dispositivos em vdrias areas do conhecimento tem
aumentado nos Ultimos 12 anos, resultando em mais de 112 mil publicagdes, dos quais

11,45% estdo relacionados com a quimica analitica (Figura 4).



28

Figura 4: Evolugdo de publicacdes referenciando o uso de sensores 6ticos em
dispositivos empregadas na quimica analitica.
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Fonte: Web of Science (Margo, 2024)

De acordo com a natureza do transdutor, os sensores Oticos podem ser
classificados em: fotoresistor, fotodiodo e fototransistor. Fotoresistor ou também
chamado LDR (do inglés, Light Dependent Resistor) ¢ um dispositivo cuja resisténcia
depende da intensidade de luz que incide numa superficie sensivel (SERGIYENKO;
RODRIGUEZ-QUINONEZ, 2017). O LDR converte a intensidade de luminosa em
valores de resisténcia elétrica, que € inversamente proporcional a intensidade da luz

incidente.

O fotodiodo e o fototransistor sdo diodos semicondutores de juncdo PN que
convertem luz em corrente elétrica (SERGIYENKO; RODRIGUEZ-QUINONEZ, 2017).
Ao receber a radiacdo luminosa na juncdo, ocorre a producdo de corrente que ¢
proporcional a intensidade luminosa incidente. A diferenga entre fotodiodo e
fototransistor est4 no fato de que o fototransistor nao s6 converte luz em corrente elétrica,

mas também amplifica essa corrente.

O fotodetector € o componente principal de um sensor de imagem. O sensor de
imagem ¢ um sistema que captura a luz e a converte em um arquivo digital (BIGAS et
al., 2006; EL GAMAL; ELTOUKHY, 2005). De acordo com a tecnologia usada, existem
sensores CCD e CMOS. Sensor CCD (dispositivo de carga acoplada, do inglés Charge
Coupled Device) ¢ constituido por uma matriz de pixels sensiveis a luz, onde cada pixel
pode ser considerado como um capacitor que converte fotons em carga elétrica. Assim
como sensor CCD, o sensor CMOS (semicondutor de 6xido metéalico complementar, do

inglés Complementary Metal Oxide Semicondutor) também ¢ formado por elementos
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sensiveis a luz, capazes de gerar um sinal elétrico ou carga proporcional a intensidade da
luz que incide sobre eles. A diferenca ¢ que cada pixel no sensor CMOS inclui fotodiodo

e transistor de leitura individuais para cada pixel.

Além da diferenca estrutural e funcional, os sensores CCD ¢ CMOS também se
diferem quanto ao consumo de energia, custo de fabricacdo, sensibilidade, qualidade e

ruido e aplicagdes (Tabela 2).

Tabela 2: Comparagdo entre sensores CCD ¢ CMOS quanto ao consumo de energia,

custo de fabricagdo, sensibilidade, qualidade e ruido.

CCD CMOS
Consumo de energia Elevado Baixo
Custo de fabricacdo Caro Barato
Sensibilidade Alta Reduzida

Alta qualidade das imagens A qualidade das imagens ¢ reduzida,
Qualidade e Ruido e baixo nivel de ruido comparando com CCD. Geralmente

€ mais suscetivel a ruidos

Fonte: Adaptado de (BIGAS et al., 2006)

Na literatura ha relatos de utilizagdo de sensores Oticos interfaceados com
microcontroladores para desenvolvimento de procedimentos analiticos explorando
medidas de reflectincia (ANTELA et al., 2023; GRAZIOLI et al., 2022;
GREENAWALD et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2022; PAZZI; PISTOIA; ALBERT]I,
2022; SINGH et al., 2020a), absorbancia (GRAZIOLI et al., 2020; MACHADO;
PETRUCT; SILVA, 2021b; OTAL etal., 2021; YU et al., 2023), fluorescéncia (YU et al.,
2023) e quimiluminescéncia (BRANDAO; PERDIGAO; REIS, 2021).

Nesse grupo de trabalhos, pode-se destacar a utilizagdo dos sensores de cor
(RGB e multicanal) e de luz para fins analiticos. Para os sensores de luz, pode se destacar
o trabalho de MACHADO, PETRUCI e SILVA (2021), no qual os autores empregaram
o sensor TSL 2591 e um LED amarelo com pico de emissao maximo em 590 nm, para
construir um fotdmetro [oT aplicado para a determinacdo de oxalato em infusdes. Neste
dispositivo foi usado o médulo Bluetooth HC-05 para conectar com um smartphone na
transmissdo de dados. O sensor TSL 230R, foi empregado por ANZALONE, GLOVER

e PEARCE (2013) para construir um colorimetro de cddigo aberto para a determinagao
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de DQO. Para tal usaram um LED vermelho com pico maximo de emissdo 606 nm.
GRAZIOLI et al. (2020), usaram cinco fotoresistores (LDR) e cinco LED para construir
um dispositivo portatil impresso em 3D para monitorar a qualidade de alimentos. Este
dispositivo foi aplicado a determinagdo da capacidade antioxidante de varias infusdes de

ché pelo método de Folin-Ciocalteu.

1.5.1 Sensor RGB

Sensor RGB ¢ um dispositivo capaz de captar e detectar informacgdes Oticas sobre
as cores de um objeto ou uma solucdo. A sigla RGB se refere as trés cores vermelho (R,
do inglés Red), verde (G, do inglés Green) e azul (B, do inglés Blue). Os sensores RGB
sdo baseados em um chip para detectar a intensidade da cor vermelha, verde e azul. O
chip € composto por uma matriz de fotodiodos 3x4, sendo que cada conjunto de 3 diodos
apresenta filtros para a cor vermelha, verde e azul. Um terceiro conjunto de 3 diodos
recebe a radiacdo ndo filtrada, designada de clear. Para além disso, no chip também ¢
integrado um filtro de bloqueio do infravermelho (IR, do inglés Infra-Red) e conversores
analogico-digital (ADC), podendo operar entre 8 a 10 bits, dependendo da especificidade
do sensor RGB.

O funcionamento dos sensores RGB se assemelha ao olho humano, o qual
percebe o espectro de cores da luz visivel (400 — 700 nm). Para tal, o olho usa uma
combinagdo da informac¢do vinda de células especificas localizadas no olho, chamadas de
cones ¢ bastonetes (INGRAM; SAMPATH; FAIN, 2016; STABELL; STABELL, 1993).
Enquanto os bastonetes detectam a intensidade da luz, os cones sdo capazes de discernir
as cores que observamos. Existem trés tipos de cones nos nossos olhos, cada um
especializado em comprimentos de onda especificos: curtos (S) que correspondem a cor
azul, médios (M) que correspondem a cor verde e longos (L) que correspondem a cor
vermelha (BOWMAKER; HUNT, 2006). Cada tipo de célula ndo s6 acaba por ser
especializada em uma cor, mas também possui niveis variaveis de sensibilidade ao longo
de um comprimento de onda. Desta forma, as cores percebidas pelos animais sdo
determinadas pela contribuicdo relativa de cada tipo de cone para o sinal na retina

(CALDERONE; JACOBS, 1999; VENTURA et al., 1999), como ilustra a Figura 5.
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Figura 5: Perfil espectral de sensibilidade de bastonetes e dos trés tipos de cones

presentes na retina do olho humano
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Fonte: Adaptado de AKINS (2014)

Em geral, para conectar o sensor RGB ao microcontrolador, conecta-se os pinos
do sensor: VIN (tensdo de entrada, do inglés Voltage In) com pino 3,3 ou 5,0 V do
microcontrolador; GND (terra, do inglés Ground) com o pino GND do microcontrolador;
SCL1 (do inglés Serial Clock) com o pino SCL ou A5 do microcontrolador e SDA2 (do
inglés Serial Data) com o pino SDA ou A4 do microcontrolador, como esta ilustrado na

Figura 6.

Figura 6: Esquema ilustrativo das conexdes sensor RGB com microcontrolador

Arduino

1 SCL o sinal de clock é gerado pelo microcontrolador e é usado pelo sensor para saber quando transmitir
ou receber dados.
2 SDA ¢ usado para a transmissdo e recep¢do de dados entre o microcontrolador e o sensor.
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A programacao de sensores RGB ¢ feita com base na plataforma Arduino IDE.
A linguagem de programacao usada ¢ baseada em C/C++, com algumas bibliotecas e
fungdes especificas do Arduino para interagir com o sensor € controlar os sinais. O
sistema RGB combina valores de cores vermelha, verde e azul, os quais variam entre 0 e
255, ou seja, 256 variagdes de cores em cada canal, totalizando mais de 16 milhdes (256™%)
de combinagdes possiveis e um amplo espectro de cores diferentes. Desta forma ¢
possivel correlacionar a concentracao de espécies coloridas com os sinais dos valores de
RGB que, em certas condi¢des experimentais, respondem linearmente a concentragdo do

analito.

Os sensores RGB apresentam a capacidade de ajustes no nivel de ganho e tempo
de integragdo, o que possibilita a aquisi¢cdo de dados de maior confiabilidade mesmo em
diferentes niveis de iluminacdo. Porém existem dois grupos de sensores RGB: com LED
embutido (exemplo do TCS 230, TCS3200 e TCS 34725) e sem LED embutido (exemplo
do APDS 9950, APDS 9960 e ISL 29125).

O LED ¢ responsavel pela iluminacdo e ¢ formado a base de nitreto de galio-
indio (InGaN), podendo emitir luz na faixa de 400 — 700 nm. Para os sensores RGB com
LED embutido exploram-se as medidas de refletancia, onde a luz emitida pelo LED incide
sobre a cubeta contendo a amostra e, apos sofrer reflexao, parte da radiagdo ndo absorvida
alcanga o detector (Figura 7A). Enquanto para os sensores RGB sem LED, ¢ usado um
LED externo posicionado a 180 graus em relagdo ao detector, direcionando a radiagdo
emitida diretamente para o detector do sensor, explorando assim as medidas de

absorbancia (Figura 7B).

Figura 7: Esquema ilustrando as relagdes espaciais entre o LED e o detetor para o
sensor RGB (A) com LED embutido e (B) sem LED embutido
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Os sensores de cores constituem uma classe de sensores 6ticos mais usados para
fins analiticos. Nesta classe, podemos destacar os sensores RGB (por exemplo TCS 230,
TCS 3200 e TCS 34725, ISL 29125). DE MORALIS et al. (2015) usaram o TCS 230 para
construir um fotdmetro controlado por arduino UNO para dete¢io de Pb*>" usando AuNPs
(Nanoparticulas de ouro). TCS 3200 foi usado por PAZZI, PISTOIA e ALBERTI (2022)
e SINGH et al. (2020) explorando medidas de refletdncia para a medida de pH e

determinagdo de cianetos, respetivamente.

O sensor TCS 34725 foi usado para a determinagao de ferro em amostras de solo
e suplementos por OLIVEIRA et al. (2022). E também foi usado para a detegdo de gas
cianeto de hidrogénio por GREENAWALD et al. (2017), assim como para o
desenvolvimento de um colorimetro controlado automaticamente por Raspebarry Pi4
(ANTELA et al., 2023). ISL 29125 foi usado por OTAL et al. (2021) para construgdo de
um dispositivo portatil para a determinacgdo de flior em agua, usando um LED azul com

um pico maximo de emissao de 470 nm, explorando medidas de absorbancia.

1.5.2 Sensores multicanais de cor

Os sensores multicanais sdo dispositivos de sensoriamento Otico que podem
detectar e medir diferentes comprimentos de onda da luz em véarios canais espectrais.
Segundo SUDER et al. (2021), nesse grupo de moddulos existem dispositivos que
permitem medidas ndo s6 da luz visivel, mas também no infravermelho (IR) e no
ultravioleta (UV). Como exemplo disso, temos o mddulo AS 7265x, que inclui trés
sensores interligados (AS 72651, AS 72652 e AS 72653), com 18 canais e permite

medidas na faixa de 410 a 940 nm.

De igual modo, existem os sensores AS 7262 e AS 7341 que se diferem quanto
ao numero de canais na regiao do visivel, onde AS 7262 apresenta seis canais, enquanto
o sensor AS 7341, apresenta oito canais na regido do visivel e também permite a
identificacdo da faixa NIR (infravermelho préximo, do inglés Near Infra-Red) (SUDER
et al., 2021). Os dois sensores apresentam uma capacidade de ajustes tanto do ganho,
assim como da corrente do LED, o que possibilita a aquisicdo de dados de maior
confiabilidade. Na utilizagdo desses sensores, podem ser exploradas varias medidas
oOticas, tais como reflectancia (GRAZIOLI et al., 2022; KHAN et al., 2018; LIAO et al.,
2020; SRIVASTAVA; VANI; SADISTAP, 2021), absorbancia (YU et al., 2023) e
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fluorescéncia (YU et al., 2023).

AS 7262 foi usado para construir dispositivos: i) DIY impresso em 3D para a
determinagdo de nitrito em corantes alimentares (GRAZIOLI et al., 2022); ii) portatil para
a detecao rapida de bactérias em agua (LIAO et al., 2020); 1ii) IoT para determinagado de
metais toxicos em amostras de dgua potavel (SRIVASTAVA; SHARMA, 2021); iv)
portatil baseado em smartphone para testes rapidos e nao destrutivos (SRIVASTAVA;
VANI; SADISTAP, 2021) e v) para determinagdo dos niveis de glicose na urina
(YUDHANA et al., 2023).

O sensor AS 7341 foi usado na quimica analitica pela primeira por Yu et al.
(2023), para construir um espectrometro portatil de codigo aberto para medidas
colorimétricas e de fluorescéncia. Este dispositivo se caracteriza pelo principio loT, para
tal foi desenvolvido um aplicativo “SpecAnalysis” para conectar com um smartphone via

Bluetooth.

O método de conexao destes sensores (AS 7262 e AS 7341) ao microntrolador
Arduino ¢ o mesmo usado para o sensor RGB, ja descrito e ilustrado na se¢do 1.5.1. A
programacao também ocorre na plataforma Arduino IDE usando a linguagem de C/C++

e bibliotecas especificas de cada sensor.

A utilizagdo de sensores Opticos em varios dispositivos na quimica analitica
mostrou boas caracteristicas analiticas em termos sensibilidade e seletividade. Este fato
torna-os ferramentas importantes para o desenvolvimento de procedimentos analiticos

visando o controle de qualidade e monitoramento.

A combinagdo dos principios DIY e IoT, permite a constru¢ao de dispositivos
analiticos inteligentes, envolvendo sempre sensores e microcontroladores. Dispositivos
analiticos portateis baseados no conceito de Internet das Coisas estdo se tornando uma
alternativa consideravel para muitos paises em todo o mundo atualmente, contribuindo

para o avango da andlise in situ.

A andlise in situ de alimentos refere-se a analise de produtos alimenticios em seu

ambiente natural, como fazendas, fabricas de processamento e lojas (BOUZEMBRAK et
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al., 2019; ELLIS et al., 2015). Essa abordagem pode fornecer monitoramento em tempo
real da qualidade e seguranca dos alimentos, permitindo uma intervengao oportuna em
caso de quaisquer problemas (ZHANG et al., 2022). O advento da [oT tornou a analise in

situ de alimentos mais acessivel e eficiente.

Os dispositivos 1oT podem ser instalados em fabricas de processamento de
alimentos e lojas, permitindo o monitoramento continuo de pardmetros de qualidade de
alimentos, como a composi¢ao quimica (GRAZIOLI et al., 2020, 2022; MACHADO;
PETRUCI; SILVA, 2021b; OLIVEIRA et al., 2022; OTAL et al., 2021). A integracdo da
IoT e da pratica DIY no ambito da quimica analitica apresenta algumas perspectivas
vantajosas (CADEADO et al., 2022). Estes englobam o fornecimento de solucdes
personalizadas ¢ econOmicas para andlises quimicas, permitindo que os individuos
adaptem os métodos analiticos as suas necessidades especificas. Além disso, promovem
um ambiente propicio para abordagens inovadoras e criativas no desenvolvimento de
métodos, facilitando a explora¢do de novos caminhos em quimica analitica (CAPELLA

etal., 2019; MAYER; BAEUMNER, 2019).

Estes dispositivos além de apresentar boa seletividade e sensibilidade,
apresentam outras vantagens, tais como: 1) simplicidade de uso; ii) baixo custo de
aquisi¢do; ii1) portabilidade; e iv) facilidade de integra¢do de tecnologias Bluetooth ou
Wi-Fi para o monitoramento em tempo real. Ainda pode destacar se como vantagens, a
diminui¢do da geracdo de residuos, pois trabalhas com quantidades reduzidas de amostras

e reagentes, constituindo assim, uma abordagem sustentavel e amiga do ambiente.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Desenvolver procedimentos analiticos portateis empregando sensores 6ticos para a

determinagdo de espécies de interesse ambiental e em alimentos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Construir dispositivos loT, empregando sensores RGB e avaliar diferentes fontes de
iluminagdo da amostra para a determinagao de nitrito em aguas

b) Desenvolver um procedimento analitico para determinagdo de formaldeido em leite
empregando o sensor AS 7341.

¢) Desenvolver um procedimento analitico para determinagdo de glicerol em vinho

empregando o sensor AS 7341.
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3.1 INTRODUCAO

O ion nitrito (NO2) ¢ um anion monovalente e molecular, uma base conjugada
do 4cido nitroso (HNO>), um &cido fraco com pKa ~ 3,37. Em pequenas quantidades, o
nitrato e nitrito sdo importantes para manutencao da reserva de nutrientes essenciais para

o crescimento de microrganismos aquaticos e preservacao da vida nos corpos hidricos

(FRONTMATTER, 2001).

O ion nitrito ¢ formado pela oxidacdo do ion amdnio, por acdo das bactérias
Nitrosomonas no solo, num processo conhecido como nitrificagdo. Este processo ¢é
representado pela seguinte equacdo quimica: 2NH4" + 302 — 2NO, + 4H" + 2H,0 + 66
kcal. No meio ambiente, o nitrito € um intermediario importante no ciclo de Nitrogénio,
visto que o processo de nitrificacdo fornece a energia necessaria ao crescimento dos

microrganismos do solo, assim como a formagao de ion nitrato.

Em condig¢des naturais, a concentracao de nitrito em aguas naturais ¢ muito baixa

, . -1 , - , .. .
e, raramente, ¢ superior a 0,1 mg L. Entretanto, o ion nitrito ¢ adicionado ao ambiente
como consequéncia do lancamento de residuos industriais e esgotos domésticos, assim
como da decomposi¢cdo de compostos organicos nitrogenados e uso de fertilizantes na
adubacdo do solo. No Brasil, estabeleceu-se a concentracdo de 1,0 mg L', como limite
maximo permitido de ion nitrito em aguas doces (BRASIL, 2005, 2011). O consumo de

agua com niveis elevados de nitrito pode provocar problemas de saude.

A principal preocupacdo com a ingestdo de 4gua com altos niveis de nitrito € o
risco de metahemoglobinemia, i1sso porque quando atinge o estdbmago, o ion nitrito €
absorvido para a corrente sanguinea, onde vai reagir com a OxiHemoglobina (OxiHb)
oxidando-a a metahemoglobina (MeHb) (MCKNIGHT et al, 1999). Devido a
incapacidade da MeHb se ligar de uma forma reversivel ao oxigénio, ocorre uma
diminui¢do drastica no transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos, provocando
sintomas como falta de ar, cianose (coloracdo azulada da pele e mucosas), fadiga e
confusdo mental. Em casos graves, a metahemoglobinemia pode ser fatal, especialmente

em criangas.

A literatura mostra que em 1945, nos EUA ocorreu a morte de varios recém-
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nascidos por metahemoglobinemia como consequéncia da ingestdo de féormula alimentar
infantil preparada com agua de pogos contaminadas com nitrato e bactérias redutoras de
nitrato. Por causa da coloracdo azulada da pele e mucosas, a meta-hemoglobinemia
também ¢é conhecida como “sindrome do bebé-azul”. Devido a toxicidade, hd uma
necessidade de monitorar o teor de nitrito em aguas naturais, constituindo assim um

parametro de qualidade da agua.

Na literatura existem inumeras propostas de metodologias para a determinacao
de nitrito em amostras agua e alimentos, envolvendo técnica espectrofotométrica
(AYALA et al.,, 2012; AYDIN; ERCAN; TASCIOGLU, 2005; BAEZA; BARTROLI;
ALONSO, 2005; BAEZA et al., 2006; BAHADORAN et al., 2016; BUDANOVA,;
FOUREST; MASLENNIKOV, 2009; BURAKHAM et al., 2004; CZUGALA et al.,
2013; ENSAFI; REZAEIL;, NOUROOZI, 2004; GIUSTARINI et al., 2004; HIRATA;
KARTHIKEYAN; KAJIYA, 2004; JAWORSKA, 2005; KUZNETSOV;
ZEMYATOVA; ERMOLENKO, 2005; LIN et al., 2018; LOPEZ PASQUALI
FERNANDEZ HERNANDO; DURAND ALEGRIA, 2007; MELCHERT; INFANTE;
ROCHA, 2007; MERUSI et al., 2010; NAGARAJ et al., 2008; NAGARAIJA et al., 2010;
NGUYEN et al., 2018 OLIVEIRA; LOPES; RANGEL, 2004; PENA-PEREIRA et al.,
2020; PUANGPILA et al., 2018; RAMOS; CAVALHEIRO; CAVALHEIRO, 2006;
VIDAL et al., 2018; XIONG et al., 2016; ZHANG et al., 2014), fluorimétrica
(FERNANDEZ-ARGUELLES et al., 2004; HUANG et al., 2006; TAKAHAMA;
HIROTA; ONIKI, 2006; ZHAN et al., 2001), eletroanalitica (BADEA et al., 2001;
MANEA etal., 2010; SHARIAR; HINOUE, 2010), quimiluminescencia (HE et al., 2007;
NOROOZIFAR et al.,, 2007; RODRIGUES; LAPA, 2010; YUE; SONG, 2006) e
cromatografica (HELALEH; KORENAGA, 2000; ODAMATANTI et al., 2011).

Os métodos espectrofotométricos sao mais amplamente explorados, para a
determinagdo de nitrito, devido aos baixos limites de detec¢do, rapidez, simplicidade e
variedade de reagentes cromogénios. A cléassica reagdo de Griess, utilizando o acido
sulfanilico ou a sulfanilamida e o N-(1-naftil) etilenodiamina (NED), ¢ a mais utilizada.
O ion nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido formando um sal de diazénio que
reage por acoplamento com cloridrato de NED formando um diazo composto, de
coloracdo rosa avermelhada. O produto formado apresenta comprimento de onda de

maxima absorcao na faixa entre 500 e 600 nm (CZUGALA etal., 2013; NGUYEN et al.,
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2018a; PUANGPILA et al., 2018; RAMOS; CAVALHEIRO; CAVALHEIRO, 2006;
VIDAL et al., 2018).

Atualmente, além das caracteristicas analiticas do procedimento desenvolvido,
se exige igualmente que o método seja ambientalmente correto, seguindo o principio da
quimica verde. Tais exigéncias sdo alcancaveis pela reducao do volume de amostra e
reagente, assim como a reducdo da geracdo de residuos quimicos (ABDUSSALAM-
MOHAMMED; QASEM; ERRAYES, 2020; GALUSZKA; MIGASZEWSKI,
NAMIESNIK, 2013; KOEL; KALJURAND, 2006). Para desenvolver um procedimento
que atenda, ndo s6 as exigéncias analiticas, mais também a perspectiva ambiental, esta
ocorrendo a miniaturizacdo dos instrumentos analiticos. Isso porque segundo
AMOUZEGARA et al. (2022) os sistemas miniaturizados tornam a andlise mais
eficientes, portatil e de baixo custo. Com a redugdo do volume de amostras e reagentes,

menos residuos serdao produzidos.

A miniaturizagdo permite o desenvolvimento de dispositivos portateis como
espectrofotometros UV-Vis, UV-Vis-NIR e IR (AMOUZEGARA et al., 2022). Os
dispositivos miniaturizados para a técnica espectrofotométrica, em geral, sdo constituidos
por trés elementos: sistema de detec¢do, fonte de radiagdo e microcontrolador. Essa

combinagdo permite o desenvolvimento de procedimentos simples e de baixo custo.

O surgimento de modulos wi-fi de baixo custo, faceis de interagir com
microcontroladores e sensores Oticos, estd impulsionando o desenvolvimento de
dispositivos analiticos portateis (CADEADO et al., 2022; FITZPATRICK; BRIEN; LEY,
2020; MAYER; BAEUMNER, 2019; NGUYEN et al., 2018b). A integracao da [oT nos
dispositivos de quimica analitica catalisou um progresso consideravel no monitoramento
remoto e tempo real da qualidade ambiental e alimentar (MAYER; BAEUMNER, 2019).
Foi na perspectiva de projetar e construir um dispositivo portatil sem fio, baseado no
método de Griess, para determinagao in situ de nitrito em aguas que o presente trabalho
foi desenvolvido. O dispositivo foi baseado na técnica colorimétrica e na utilizagdo de

um sensor RGB como detector e um LED verde foi selecionado como fonte de luz.
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3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Reagentes e solugoes

Todos os reagentes empregados neste trabalho possuem um elevado grau de
pureza analitica e foram preparados empregando dgua ultrapura de resistividade de 18,2

MQ.cm (sistema Milli-Q Direct-Q3, Millipore, MA, EUA).

A solugdo estoque contendo 1000 mg L' de nitrito foi preparada dissolvendo
quantidades apropriadas de nitrito de soédio (NaNOa, Exodo cientifica, Brasil). Esta
solucao foi posteriormente padronizada por meio de titulagdo permanganométrica. Foram
preparadas solucdes de referéncia de nitrito na faixa de 0,0 — 1200 ppb, por dilui¢des

sucessivas da solugao estoque.

O reagente de Griess foi preparado pela adi¢do de 10 mL de &cido fosforico 85%
(Vetec, Brasil) em 50 mL de 4gua destilada em um baldo volumétrico de 100 mL. Em
seguida, 1,0 g de sulfanilamida (Vetec, Brasil) foi dissolvido completamente nessa
solucdo. Posteriormente, 0,10 g de dicloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina (pureza
>98%, Sigma-Aldrich, Alemanha) foi adicionado, completando o volume com agua
deionizada. E importante ressaltar que essa solugio possui estabilidade de
aproximadamente um més e deve ser armazenada em um frasco ambar, sob condi¢oes

refrigeradas (BAIRD; EATON; RICE, 1990b).

3.2.2 Equipamentos e acessorios

Os espectros de absor¢do do produto da reagdo de Griess, assim como 0s
espectros de emissdao dos LEDs foram obtidos empregando um sistema de deteccao
multicanal baseado em um arranjo de CCD (Ocean Optics, USB 2000). Foi usado também
o espectrofotometro convencional (FEMTO 600S), equipado com uma cela de vidro de
1,0 cm de caminho otico, para medidas quantitativas envolvendo métodos
espectrofotométricos de referéncia para comparagdo de exatiddo dos procedimentos

propostos.

Foi desenhado um suporte de cubetas utilizando o software Autodesk Inventor,
com o objetivo de acomodar cada sensor utilizado no experimento, com as seguintes
dimensdes: 40 mm (altura) x 30 mm (comprimento) x 30 mm (largura), como ilustram as

Figuras 8A até 8D. Esses suportes personalizados permitiram acomodar os sensores de



42

forma segura e adequada, garantindo uma correta medicao e facilitando a realizagdo dos
experimentos. Também foi desenhada uma caixa para acomodar o ESP 32 conectado a
bateria, com as seguintes dimensodes: 30 mm (altura) x 120 mm (comprimento) x 35 mm
(largura), como mostram as Figuras 8E e 8F. Estes desenhos foram fabricados utilizando
uma impressora 3D (modelo A2 Core, GTMax, Brasil) e filamento de Acido Polilactico

(PLA) de cor branca.

Figura 8: Desenho ilustrando o porta cubeta usado para a determinacao de nitrito em
amostras de aguas, em vista (A) frontal, (B) posterior e (C) superior, assim como a tampa do porta
cubeta na vista inferior (D), caixa para acomodar a placa ESP 32 na vista (E) frontal e (F) lateral.

(A) (B)

(E)

Nesta pesquisa, dois sensores de cor RGB (TCS 34725 e APDS 9960) foram
avaliados quanto a sua aplicabilidade em termos de sensibilidade e desempenho analitico.
Ambos sdo baseados em matrizes de fotodiodos com filtros seletivos. Cada sensor ¢
composto por uma matriz 4 x 3 de diodos que representam as cores vermelho, verde, azul
e clean, sendo que este ultimo fornece os sinais sem filtro, permitindo a captacdo nao

seletiva de radiacao eletromagnética do espectro visivel. Caracteristicas detalhadas dos
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sensores RGB, como dimensdes, ganho e tempo de integragdo, estdo apresentadas na

Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas dos sensores RGB usados nesse trabalho

Parametros TCS 34725 APDS 9960
Dimensoes 2,4 mm x 2,0 mm x 0,65 mm 3,94 mm x 2,36 mm x 1,35 mm
Ganho 1x, 4x, 16x e 60x 1x, 4x, 16x e 64x
Tempo de integracdo 2,4 ms — 614 ms 2,78 ms — 712,8 ms

O sensor TCS 34725 ¢ um sensor RGB que apresenta um LED embutido (Figura
9A), podendo se explorar medidas de reflectancia. No sensor APDS 9960 explora-se as
medidas de absorbancia porque este sensor ndo tem um LED embutido (Figura 9B), por
isso, sempre se usa um LED externo. A Figura 9C mostra uma representagdo esquematica

da disposi¢ao da matriz de diodo 4x3 no detetor dos dois sensores RGB.

Figura 9: Foto ilustrando a localizagdo do LED e do sistema de deteccao no sensor (A)
TCS 34725 e (B) APDS 9960; (C) representacdo esquematica da disposi¢do da matriz de diodo

4x3 no detector dos sensores RGB.

3| Detector |

o)

As respostas dos sensores RGB (TCS 34725 e APDS 9960) foram obtidas
empregando o espectrofotdometro FEMTO 600s, conforme previamente relatado por
OLIVEIRA et al. (2022), que consiste em colocar o sensor diretamente no suporte de cubetas
do espectrofotometro, centralizando a radia¢do emitida do equipamento diretamente no

detector do sensor, monitorando o sinal RGB pela variagdo do comprimento de onda de 400

a 700 nm.
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Os sensores foram conectados a um microcontrolador ESP 32 (Filipeflop,
Brasil), que atua como a unidade central de processamento para receber e executar
comandos (Figura 10). Este microcontrolador apresenta um display OLED (do inglés,
Organic Light Emitting Diode) e foi alimentado por uma bateria de ion de litio 18650 (3,7
V, 4800 mAh), recarregavel por um cabo micro USB. A plataforma Arduino IDE foi
utilizada como ambiente de programacao para o ESP 32 e dos sensores empregados neste
trabalho. O Arduino IDE ¢ um software gratuito que permite o desenvolvimento ¢ a

gravacao de codigos utilizando a linguagem de programacao C/C++.

Figura 10: (A) Esquema de conex@o da placa ESP 32 com o sensor RGB e LED verde.

(B) Foto ilustrando o dispositivo montado.

(A) (B)
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Nesse trabalho foram avaliadas trés diferentes fontes de iluminag¢do: LED SMD,
do inglés, Surface Mounted Device, LED Branco e LED verde. O LED foi posicionado a
180 graus em relacdo ao detector, direcionando a radiacdo emitida diretamente para o
detector do sensor e foi alimentado através da conexao dos pinos GND e 3,3 V do ESP

32. O custo do dispositivo ¢ de US$ 53,7 como pode se verificar na Tabela 4.
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Tabela 4: Custo por cada componente do dispositivo e valor total para montar o

dispositivo portatil para determinag@o in situ de nitrito em agua

Nome Componente Quantidade Valor (USS)
Placa ESP 32 com OLED 1 30,0
Sensor TCS 34725 1 7,0
Sensor APDS 9960 1 8,0
Bateria de Li recarregavel 1 6,2
LED branco SMD 1 0,1
LED branco alto brilho 1 0,2
LED verde alto brilho 1 0,2
Jumpers macho & fémea 1 kit 2,0
Total 53,7

A placa ESP 32 foi configurada como ponto de acesso a rede Wi-Fi e conectada
ao smartphone. Um software baseado em HTML e C/C++ foi desenvolvido para controlar
as medigodes, exibindo os resultados em tempo real e transmitindo-os ao smartphone
através do navegador web no enderego http://192.168.4.1 (Figura 11). Com esse software,
o usuario pode convenientemente selecionar ligar ou desligar o LED verde externo na
interface gréafica e realizar as medic¢des. Todas as medig¢des dos trés canais sdo registradas
no display até que seja feito um novo click para realizar uma nova medigao. O valor (S)
de absorbancia foi obtido pela seguinte relagdo matematica: S = -log I/Ip, onde S € o valor

de absorbancia; I € sinal obtido da amostra e Iy € o sinal obtido do branco.

Figura 11: Foto do dispositivo montado e tela do smartphone conectado ao dispositivo
via navegador web, exibindo a interface grafica dos comandos operacionais (on/off do LED e

Measurements) e dos resultados nos canais Red, Green e Blue.
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Também foi usada a camera digital de smartphone (TECNO Spark4, Android 9
HiOS v6.2.0 Pie, com resolucdo de 13 MP) para a aquisicdo das imagens. Para tal, foi
desenhada uma caixa (Figura 12) de cor preta, com as seguintes dimensdes: 80 mm
(altura) x 120 mm (comprimento) x 80 mm (largura). O ambiente foi iluminado com
LEDs brancos ¢ a distancia focal foi de 80 mm. O processamento e analise das imagens

foi feita com o software ImageJ.

Figura 12: Desenho (A) e foto (B) ilustrando a caixa usada para a aquisi¢cao de imagens

pela camera digital de smartphone.

(A)

3.2.3 Amostras e Procedimentos

Foram coletadas nove amostras de dgua na cidade de Uberlandia, sendo cinco
amostras de dgua de chuva, coletadas entre os dias 28/03/2022 e 08/04/2022 no Bairro
Santa Monica, duas amostras de agua do rio Uberabinha, uma amostra de 4gua mineral,
adquirida no comércio local de Uberlandia, e uma amostra de dgua da torneira, coletada
no dia 08/04/2022 no Bairro Roosevelt, como mostra o mapa na Figura 13. As amostras

de 4gua foram armazenadas sob refrigeracdo (4 °C) e foram analisadas ap0s filtragao.
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Figura 13: Mapeamento dos pontos de coleta de amostras de agua: ? no Bairro Santa
Monica (coordenadas: -18.91226, -48.25382), @ no rio Uberabinha ponto 1 (coordenadas: -
18.992437, -48.247994), @ ho rio Uberabinha ponto 2 (coordenadas:-18.920358, -48.303056),

no Bairro Roosevelt (coordenadas: -18.89781, -48.27866) e @ no comércio local de
Uberlandia.

Para a determinagdo de nitrito foram adicionados 20 pL do reagente de Griess a
um tubo de ensaio contendo 500 uL. da amostra ou solugdes de referéncia de nitrito e
misturou se manualmente. Depois de 10 min, a solucdo foi transferida para uma cubeta

semi-micro de poliestireno e fez se as medigdes.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Caracterizacdo

A determinagdo do ion nitrito em agua foi baseada no método de Griess, no qual
o fon nitrito reage com a sulfanilamida em meio 4cido, resultando na formagao de um sal
diazonio de coloragdo vermelha (RAMOS; CAVALHEIRO; CAVALHEIRO, 2006),
segundo o esquema de reagdao na Figura 14. Esse método ¢ amplamente explorado em
diversos trabalhos na literatura para a determinagdo de nitrito em amostras de agua
(BAEZA; BARTROLI; ALONSO, 2005; CZUGALA et al., 2013; HIRATA;
KARTHIKEYAN; KAJIYA, 2004; LIN et al., 2018; MELCHERT; INFANTE; ROCHA,
2007; NGUYEN et al., 2018a; PENA-PEREIRA et al., 2020; PUANGPILA et al., 2018;
VIDAL et al., 2018; XIONG et al., 2016).
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Figura 14: Esquema de reagdo do método de Griess
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Fonte: Autor (2023)

Foi feita uma avaliacdo comparativa de dois sensores RGB (TCS 34725 e APDS
9960). Em um trabalho anterior do grupo de pesquisa (Smart UFU) foi avaliada a resposta
do sensor RGB TCS 34725. Para o sensor APDS 9960 ndo ha dados na literatura sobre a
sua utilizacdo para fins analiticos. Usou-se um espectrofotdmetro comercial (FEMTO

600) para avaliar a resposta do sensor APDS 9960.

A Figura 15A ilustra as respostas RGB para cada comprimento de onda avaliado
(incremento de 1 nm). O perfil espectral da resposta do sensor APDS 9960 foi
normalizado em func¢do do Clear e ¢ similar ao perfil obtido pelo sensor TCS 34725,
obtido por OLIVEIRA et al. (2022). Essas similaridades nas respostas dos sensores TCS
34725 e APDS 9960 constituem um indicativo de que ambos apresentam um desempenho
equivalente, o que valida a utilizacdo do sensor APDS 9960 como uma alternativa viavel
para a aplicagdo proposta. O produto formado na reacao de Griess apresenta um espectro
com pico maximo de absor¢cdo em 540 nm (BAIRD; EATON; RICE, 1990a), sobrepondo

assim a melhor resposta do sensor do canal G, como mostra a Figura 15A.

Também fez se a caracterizacdo dos LEDs usados nesse trabalho. O LED SMD
foi escolhido por ser similar ao LED utilizado no sensor TCS 34725 (GREENAWALD
et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2022). O LED branco de alto brilho ¢ semelhante aos que
sdo embutidos nos sensores de cor TCS 230 e TCS 3200 empregue por DE MORALIS et
al. (2015), PAZZI, PISTOIA e ALBERTI (2022) e SINGH et al. (2020) para fins

analiticos. Enquanto o LED verde foi selecionado como fonte de luz no trabalho, por ser
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a cor complementar do produto formado na reagdo entre o nitrito e o reagente de Griess,
o que potencializa a sensibilidade da detec¢do. Os espectros de emissdao dos LEDs foram
obtidos usando um sistema de deteccao multicanal baseado em um arranjo de CCD
(Ocean Optics, USB 2000), abrangendo a faixa de comprimento de onda visivel, situada

entre 400 e 700 nm (Figura 15B).

Figura 15: (A) Perfil espectral da resposta do sensor APDS 9960 para canal R

(—), G (—) e B (—); e espectro de absor¢do do produto da reacdo de Griess (—); (B) espectro
de emissdo do LED SMD (---), branco de alto brilho (—) e verde (—).
(A) (B)
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De acordo com o observado na Figura 15B, o LED SMD branco e o LED branco
de alto brilho mostraram-se praticamente idénticos em termos espectrais, exibindo
emissao de luz em toda faixa da regido de visivel. Enquanto o LED verde, emite na faixa
de 500 — 570 nm e tem um pico maximo de emissdo em 530 nm. Com isso pode ver-se
que o espectro de emissdo do LED verde se sobrepde com o espectro de absor¢do do
produto azo, que seu pico de absor¢do maxima estd em 540 nm, o que corresponde a
resposta do sensor do canal G. A partir deste momento escolheu se monitorar apenas o

sinal no canal G.

3.3.2 Otimizacgdo

Empregando o sensor APDS 9960 como detector e o LED verde como fonte de
luz, fez se a otimizacdo do procedimento, usando o método univariado com vista a
alcangar melhores respostas analiticas, como sensibilidade e precisdo. Esse processo

consistiu em avaliar o efeito de condigdes quimicas e instrumentais no sinal analitico.

A concentragdo dos reagentes e o tempo de reagdo foram as condi¢des quimicas

avaliadas nesse trabalho. Estudou-se o efeito de sulfanilamida (SA) no sinal analitico de
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uma soluc¢do padrio de nitrito (1,0 mg L. A faixa de avalia¢io foi de 20 a 100 mmol L
!. Verificou-se que o sinal analitico aumentava, com o aumento da concentracdo até 60
mmol L e depois manteve se constante (Figura 16A). Esses resultados sio similares aos
obtidos por BAEZA, BARTROLI e ALONSO (2005), CZUGALA et al. (2013), LIN et
al. (2018), MELCHERT, INFANTE ¢ ROCHA (2007), MIRANDA, ESPEY ¢ WINK
(2001). Definiu-se como a condi¢do 6tima de SA para estudos posteriores 80 mmol L!

(BAIRD; EATON; RICE, 1990a).

A outra condi¢ao quimica foi a concentragao de NED. Para tal, fez-se a medida
do sinal analitico de uma solugio padrio de nitrito (1,0 mg L) na faixa de 2 a 10 mmol
L' de NED. Constatou-se que o sinal analitico aumentava com a concentragio até 6 mmol
L' e, depois manteve-se constante (Figura 16B). Escolheu-se como concentra¢io 6tima
6 mmol L para estudos posteriores. Esses dados sdo idénticos aos obtidos por AYALA
et al. (2012), BAEZA, BARTROLI ¢ ALONSO (2005), CZUGALA et al. (2013),
MELCHERT, INFANTE e ROCHA (2007), MIRANDA, ESPEY ¢ WINK (2001) e
PUANGPILA et al. (2018) e estdo de acordo BAIRD, EATON e RICE (1990). Também
foi feito o estudo cinético da reagdo para avaliar o efeito do tempo de reagdo no sinal
analitico, do qual verificou-se que os maiores sinais analiticos foram obtidos a partir de
10 min de reacdo (Figura 16C). Assim, definiu-se este como o tempo Otimo para os
estudos subsequentes, concordando com BAIRD, EATON e RICE (1990), NGUYEN et
al. (2018), PUANGPILA et al. (2018) e VIDAL et al. (2018).

De forma similar, estudou-se o efeito das condi¢des instrumentais: ganho do
sensor e tempo de integracao, tendo se verificado que os maiores sinais foram obtidos no
ganho de 16x e 700 ms de tempo de integragdo. Acima deste ganho, o sinal analitico

saturava, atingindo 255 da escala RGB.
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Figura 16: Efeito (A) da concentracdo de sulfanilamida, (B) de N-(1-naftil)
etilenodiamina - NED e (C) tempo de reagdo no sinal analitico para 1,0 mg L' obtido pelo sensor
RGB
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3.3.3 Caracteristicas analiticas

O desempenho analitico dos sensores foi avaliado utilizando os trés LEDs como
fonte de luz. Para essa analise, foram construidas curvas de calibragao de nitrito utilizando
o método de Griess. O sensor APDS 9960 ndo possui um LED embutido e pela
dificuldade de inserir um LED no sensor no mesmo plano que do sensor TCS 34725,
optamos por fazer um estudo inicial para verificar o efeito da posicdo do LED nas
caracteristicas analiticas. Para tal, usou-se o sensor TCS 34725 e duas fontes de
iluminacao, nomeadamente o LED nativo do sensor que est4 posicionado a 5° em relagao
ao detetor e um LED SMD externo, posicionado a 180° em relacdo ao detetor. As curvas

analiticas obtidas empregando tanto o LED nativo quanto o LED SMD externo estdo

ilustradas na Figura 17.
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Figura 17: Curvas analiticas para solugdes de nitrito obtidas com o sensor TCS 34725
usando e LED nativo posicionado 5° em relagdo ao detector (inclinagdo da curva: a = 0,399 +
0,005) e m LED SMD externo posicionado 180° em relagdo ao detector (inclinagdo da curva: a =
0,431 + 0,009)
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Os resultados obtidos para ambas as posi¢des (5° e 180°) do LED foram
concordantes, com diferencas inferiores a 8% no valor da inclinacdo da curva analitica,
indicando que ambas as estratégias sdo satisfatorias para promover iluminagao adequada.
Com esses resultados, definimos o uso do LED externo posicionado a 180°, como uma

condicdo uniforme para comparar o desempenho dos sensores RGB (TCS 34725 e APDS
9960).

Os LEDs SMD e branco de alto brilho apresentaram caracteristicas espectrais
1dénticas, como foi mostrado na Figura 15B. Devido a essas similaridades, comparou-se
as caracteristicas analiticas dos dois sensores usando esses LEDs externos como fonte
luz. As curvas analiticas obtidas empregando tanto o LED SMD, como LED branco para

dois sensores estdo ilustradas na Figura 18.

Figura 18: Curvas analiticas para solug¢des de nitrito obtidas com o sensor (A) TCS
34725 usando m LED SMD (inclinagéo da curva: a=0,431+ 0,009) ¢ ¥ LED branco (inclinagdo
da curva: a = 0,402 + 0,007) e (B) APDS 9960 usando m LED SMD (inclinagdo da curva: a =
0,543+ 0,016) e ¥V LED branco (inclina¢do da curva: a= 0,514 = 0,011)
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As curvas analiticas obtidas tanto com sensor TCS 34725, como com APDS
9960 nao apresentaram diferencas significativas. Esses dados evidenciam a similaridade
entre o0 uso de LED SMD e o LED branco nas caracteristicas analiticas deste
procedimento. Na etapa seguinte, fez-se o comparativo entre as caracteristicas obtidas nos
dois sensores usando o LED SMD, com as caracteristicas obtidas usando o LED verde.
As curvas analiticas obtidas para dois sensores estdo na Figura 19. Observou-se que 0 uso
do LED verde permitiu melhorar a sensibilidade em 46% para o sensor APDS 9960 e

27% para o sensor TCS34725 em comparacdo com a curva em que usou o LED branco.

Figura 19: Curvas analiticas para solu¢des de nitrito obtidas com o sensor (A)
TCS34725 usando m LED SMD (inclinagdo da curva: a = 0,431 &+ 0,009) ¢ ® com LED verde
(inclinagdo da curva: a = 0,549 £ 0,001) e (B) APDS 9960 usando m LED SMD (inclinagdo da
curva: a= 0,543 £0,016) e e com LED verde (inclina¢ao da curva: a= 0,796 &+ 0,002)
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As caracteristicas analiticas dos sensores RGB com dois tipos de iluminagao,
LED branco e verde, foram comparadas com os resultados obtidos por meio de uma

camera de smartphone e um espectrofotdmetro convencional, como mostrado na Tabela

5.
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Tabela 5: Caracteristicas analiticas do procedimento proposto usando sensores RGB
(TCS 34725 ¢ APDS 9960) comparadas com as obtidas com camera de smartphone e

espectrofotdmetro convencional. Faixa linear e LD em pg L™!

Faixa RSD?
Detector LED Equacio da curva R? LDP
Linear (%)

APDS Branco y =0,543Cno2- +5,5x 10° 30 - 1200 0,57 0,998 10
9960 Verde y = 0,796Cno2- + 6,9 x 107 6 - 400 0,45 0,997 2

Branco  y=0,431Cno-+ 1,1 x 107  30-1200 0,98 0,997
Verde y =0,549Cno2- + 3,4 x 1072 20 - 400 1,07 0,998 7

1CS34725

Smartphone  Branco y =0,450Cno2- + 2,6 x 102 60 - 1200 0,76 0,998 20

Espectrofotometro y=0,715Cno2- +2,3x10° 10 - 1000 0,41 0,999 4

a) n=10de 150 pg L de NO, ; b) LD = Limite de detecgdo

O uso do LED verde com o sensor APDS 9960 apresentou maior sensibilidade,
um baixo limite de detecgdo (2,0 ug L) e boa precisdo (0,45 %). O LD foi determinado
pelo desvio padrao das medidas em branco (o) pela inclinagdo da curva analitica (a),
segundo a equacdo: LD = 3,3 o/a. Esses resultados fornecem informagdes valiosas para

a sele¢do adequada de fonte de luz e sensor para futuras aplicagdes analiticas.

Avaliou-se a precisao intra e inter-dia do procedimento proposto. Para tal, foram
feitas leituras do sinal em intervalos de 5 minutos até a descarga total da bateria que
alimentava a placa ESP 32. Os valores de desvio padrao relativo (RSD) variaram de 1,6%
a 2,5% para a precisdo intra-dia e de 2,4% a 2,7% para a precisdo inter-dia, quando os
LEDs verde e branco foram utilizados, respectivamente. Esses dados, indicam que o
método desenvolvido apresenta uma alta precisdo analitica. Também se verificou que o
dispositivo ¢ capaz de operar por 7 horas continuas, sem a necessidade de recarregar a

bateria, o que confere ao método uma maior autonomia e praticidade em sua aplicagao.

Na Tabela 6, ¢ apresentada uma comparacao entre algumas caracteristicas do
método proposto e as de diferentes procedimentos colorimétricos relatados na literatura
para a determinacao de nitrito. Observa-se que o procedimento proposto, demonstrou
caracteristicas analiticas compardveis a maioria dos procedimentos baseados no método
de Griess (AYALA et al., 2012; AYDIN; ERCAN; TASCIOGLU, 2005; BAEZA;
BARTROLI; ALONSO, 2005; CZUGALA et al.,, 2013; HATAMIE et al., 2018a;
HIRATA; KARTHIKEYAN; KAJIYA, 2004; HUANG et al., 2006; KADOWAKI;
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NAKANO; KAWASHIMA, 1999; LIN et al., 2018; MELCHERT; INFANTE; ROCHA,
2007; NGUYEN et al., 2018a; PENA-PEREIRA et al., 2020; POURREZA; FAT’HI,
HATAMI, 2012; PUANGPILA et al., 2018; VIDAL et al., 2018; XIONG et al., 2016;
YUE; ZHANG; YAN, 2004) e, além disso, apresentou um limite de deteccao
ligeiramente inferior. Esses resultados ressaltam a viabilidade do método proposto para a
determinagdo de nitrito, oferecendo uma opg¢do confidvel para futuras aplicagdes em

analises quimicas.



Tabela 6: Comparag¢ao do método proposto com outros procedimentos relatados para determinagao de nitrito.
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Método/detecciio

Referéncia

Sensor RGB (APDS 9960) com LED verde
Imagem digital (Smartphone)
Imagem digital (Smartphone)
Imagem digital (Scanner)
Microfluidico e Espectrofotometro
Fibra optica microfluidica

Sensor e Espectrofotdmetro
Espectrofotdmetro
Espectrofotdmetro
Espectrofotometro
Espectrofotémetro
Espectrofotdmetro

Este método

(VIDAL et al., 2018)

(PUANGPILA et al., 2018)
(PENA-PEREIRA et al., 2020)
(CZUGALA et al., 2013)

(XIONG et al., 2016)

(LIN et al., 2018)

(NGUYEN et al., 2018a)

(HIRATA; KARTHIKEYAN; KAJIYA, 2004)
(BAEZA; BARTROLI; ALONSO, 2005)
(AYALA et al., 2012)

(MELCHERT; INFANTE; ROCHA, 2007)

Reacdo com Iodeto em meio acido

Reagdo de nitrito com nanopolimeros Zein
Oxidagao-redugdo por iodeto em meio acido
Reacdo redox com KBrOs e cristal violeta em
meio acido

Reacdo de N-fenil-p-fenilenodiamina com N,N
— dimetilanilina

Reagdo com acido barbitiirico em meio acido
Reagdo com sal monossddico do acido 4-
amino-5-hidroxinaftaleno-2,7-sulfénico
Reagdo com dapsona (DAP) e a-naftol

Reagdo com dapsona (DAP) e sal monossodico
do acido 4-amino-5-hidroxinaftaleno-2,7-
sulfonico

Faixa linear (ug L) LD (ugL!) RSD (%)
Métodos baseados em Griess
6 -400 2 0.45
50 - 10000 30 5.8
90 - 1800 30 <1
- 55 5.9
- 34 1.9
20 - 1800 7 0.37
10 -200 10 11.7
40-1100 3.79 -
70 - 5000 7 4.5
0-3000 48 0.88
10 -420 2.2 0.46
100 —-1000 8 0.8
Outros métodos colorimétricos
100 - 2000 25 0.6
5-1000 2.3 -
8—-120 6 34
30 - 300 0.3 <2
2-100 0.6 24
0-322 - 0.5
100 - 1600 6.9 0.46
50 - 800 1.12 0.0017
200 - 1400 82 0.1687

(MELCHERT; INFANTE; ROCHA, 2007)
(HATAMIE et al., 2018b)
(POURREZA; FAT’HI; HATAMI, 2012)

(YUE; ZHANG; YAN, 2004)

(KADOWAKI; NAKANO; KAWASHIMA, 1999)
(AYDIN; ERCAN; TASCIOGLU, 2005)
(NAGARAIJA et al., 2010)

(NAGARAJ et al., 2008)
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3.3.4 Estudo de interferéncia

O estudo de interferéncia consistiu em medir o sinal de nitrito na presenga de
outros ions, como possiveis interferentes de acordo com a matriz. Para tal, adicionou-se
os fons na proporgdo de 1:20, isto é, 50 pg L™! de NO> para 1000 pg L' fon interferente
(Figura 20). Depois de 10 min fez-se a leitura do sinal no dispositivo proposto e obteve

se os resultados apresentados na Figura 21.

Figura 20: Foto ilustrando tubos de ensaio contendo 50 pg L' de NO,™ (tubo 1) € 50 ug
L' de NO; na presenga de 1000 pug L' de: Zn** (tubo 2), Hg?" (tubo 3), Mg?* (tubo 4), Ca*" (tubo
5), Fe** (tubo 6), Pb*" (tubo 7), Na* (tubo 8), SO4 (tubo 9), CO3* (tubo 10), NO5 (tubo 11) e CI
(tubo 12)

Fonte: Autor (2023)

Figura 21: Sinais de nitrito (50 pg L) e de nitrito na presenga 1000 ug L™ de ions de
Zn?** Hg?', Mg?*, Ca**, Fe**, Pb*", Na*, SO4-, CO5*, NO5 e CI obtidos pelo dispositivo proposto
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Comparando os sinais na Figura 21, observam-se pequenas variagdes do sinal
analitico (menor que 5,5 %). Isso evidencia que esses ions ndo interferem
significativamente nesse procedimento de determinacao de nitrito em amostras de agua.

Este resultado mostra que o procedimento proposto apresenta boa seletividade.
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3.3.5 Determinagdo de nitrito em amostras de agua

A fim de avaliar a aplicabilidade do procedimento proposto, o0 método otimizado
foi aplicado para a determinagao de nitrito em diversas amostras de agua (dgua de chuva,
agua de rio, 4gua mineral e agua de torneira). Para essa analise, foram utilizados dois
LEDs distintos como fonte de luz: um branco e outro verde. Os resultados obtidos foram
comparados com aqueles obtidos por meio de espectrofotometria UV-vis e utilizando

uma camera de smartphone para a detec¢ao do nitrito (Tabela 7).

Tabela 7: Resultados da determinagdo de nitrito em amostras de agua (valores médios

e incertezas, n = 3).

Sensor APDS 9960
Amostra LED branco LED verde Smartphone Uvvs
NO: (ng L)

Agua chuva 1 32+5 33+4 <LQ 35+3
Agua chuva 2 50+4 39+4 <LQ 41+2
Agua chuva 3 109 +3 100+ 2 117+ 4 103+3
Agua chuva 4 113+4 107 +2 115+6 108 £ 2
Agua chuva 5 40+ 2 37+4 <LQ 39+£2
Aguario 1 62+3 56 +2 63+4 56+2
Agua rio 2 170+ 2 172+ 1 173+ 4 174+3
Agua mineral <LQ 7+1 <LQ 8+2
Agua torneira <LQ 9+1 <LQ 10+2

Os dados apresentados na Tabela 7 evidenciam a viabilidade do procedimento
proposto, destacando suas vantagens em relacao a espectrofotometria UV-vis e a camera
de smartphone. Quando o LED branco foi escolhido como fonte de luz, observou-se uma
interferéncia positiva nas amostras de d4gua de chuva (amostras 2, 3 € 4) e no rio (amostra
1). Essas interferéncias podem ser atribuidas a sobreposi¢des espectrais entre as respostas
do sensor RGB, especialmente no canal verde, conforme observado em estudos anteriores
de determinagdo de ferro (OLIVEIRA et al., 2022). Além disso, as concentracdes de
nitrito nas amostras de agua doce e de torneira estiveram abaixo do limite de detec¢ao do
sensor quando utilizado o LED branco. Nos demais casos, os resultados obtidos e o valor

de t calculado a 95% de nivel de confianca, evidenciam que nao existem diferencas
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significativas para procedimento proposto.

Através dessa comparagao, ¢ possivel verificar a eficiéncia e o desempenho do
método proposto, bem como sua capacidade de oferecer resultados precisos e confidveis
em diferentes tipos de amostras. O uso de duas fontes de luz distintas permitiu avaliar o
impacto da intensidade luminosa na determinacao do nitrito, fornecendo informagdes
sobre a importancia da sele¢cdo adequada da fonte de luz para diferentes cenarios

analiticos.

Um estudo de adi¢do e recuperagao foi realizado para avaliar possiveis efeitos da
matriz. Amostras de 4gua foram fortificadas com 25 e 50 pg L™ de nitrito. Os valores de

recuperacdo para as amostras fortificadas estdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8: Resultados do teste de adi¢ao e recuperacdo em amostras de agua (valores

médios e incertezas, n = 3).

NO2' adicionado Recuperagio (%)
Amostras
(ng LY LED branco LED verde

Agua da chuva 2 25 94 +£2 101 +£1
50 104 £ 1 94 £ 1

Agua da chuva 4 25 84 +1 97+1
50 97+ 1 872

Agua da chuva 5 25 99+ 2 99+2
50 101 £2 102 +£2

Agua do rio 2 25 96+ 1 95+1
50 90 £1 99 +1

Os resultados obtidos foram satisfatorios, com recuperagdes variando de 84 a
104 %, demonstrando que a matriz amostral ndo influenciou significativamente o método
proposto. Esses resultados reforcam a confiabilidade do método desenvolvido para a
determinagao de nitrito em diferentes tipos de amostras. A utilizagdo do LED verde como
fonte de luz mostrou-se vantajosa em relacdo ao LED branco, proporcionando maior
sensibilidade, bem como evitando interferéncias espectrais. A capacidade do método de
apresentar recuperagdes satisfatorias também atesta sua aplicabilidade em amostras

ambientais complexas, garantindo a confiabilidade dos resultados analiticos.



60

3.4 CONCLUSOES

Neste estudo mostramos um dispositivo miniaturizado do tamanho da palma de
uma mao para a determinagdo de nitrito que permite controlar e compartilhar dados de
forma réapida e facil para qualquer smartphone ou computador sem o uso de cabos,
tornando o método mais pratico e conveniente. Um sensor RGB foi utilizado como
detector ¢ um LED verde como fonte de luz, com uma bateria recarregavel autobnoma

funcionando até 7 horas com bateria.

Foi demonstrado através deste trabalho que o LED verde pode ser utilizado com
sucesso como fonte de luz para realizar um ensaio, ¢ a plataforma foi aplicada a
determinag¢do de nitrito em amostras de agua. Como resultado, obteve-se dispositivo
portatil e barato, comprovando-se um método miniaturizado ¢ de baixo custo para
determinagdo in situ de nitrito em aguas, com respostas analiticas semelhantes quando

comparado ao espectrofotometro comercial, porém a um custo significativamente menor.

Além disso, com a utilizagdo do dispositivo proposto nao ha necessidade de
software ou aplicativo para converter imagens digitais em valores RGB, tornando a

analise mais acessivel e rapida.

Tal como referenciamos anteriormente, o custo do dispositivo ¢ de cerca US$
53, por isso, € barato. E ¢ mais barato do que um smartphone médio, geralmente

empregado para andlise colorimétrica de imagens digitais.
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CAPITULO 4 - MEDIDAS SIMULTANEAS DE REFLECTANCIA E
FLUORESCENCIA PARA DETERMINACAO DE FORMALDEIDO EM LEITE
USANDO UM SENSOR MULTICANAL AS 7341
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4.1 INTRODUCAO

O leite e os seus derivados constituem alimentos muito importantes na dieta
humana, visto que sdo fonte de nutrientes essenciais, como proteinas, lipidios, minerais e
vitaminas (COLLARD; MCCORMICK, 2021; HAUG; HOSTMARK; HARSTAD,
2007; JENKINS; MCGUIRE, 2006). No entanto, a fim de prolongar a vida 1til do leite,
certos produtos quimicos perigosos tém sido usados como aditivos no leite (GRASSI et
al., 2023; QIN et al., 2022). Dentre eles, formaldeido, acido salicilico, acido benzoico ¢
peréxido de hidrogénio sdo comumente adicionados de uma forma ilicita, aumentando

assim o tempo de vida do leite (NASCIMENTO et al., 2017).

O formaldeido ¢ um conservante adicionado ao leite para prolongar a vida util e
evitar a deterioracdo, ¢ amplamente utilizado na industria de alimentos devido as suas
fortes propriedades antimicrobianas (NOWSHAD; ISLAM; KHAN, 2018). Foi
demonstrado que o formaldeido inibe o crescimento de microrganismos e retarda a
deterioragdao de produtos alimentares, incluindo o leite (NOWSHAD; ISLAM; KHAN,
2018). Além disso, ¢ um conservante relativamente barato e facil de usar, tornando-se

uma opc¢ao atraente para os produtores de leite.

Apesar de sua eficacia como conservante, o formaldeido ¢ um perigo potencial
a saude e pode representar riscos significativos para a saude humana (DELIKHOON et
al., 2018; ROVIRA et al., 2016; SOLTANPOUR; MOHAMMADIAN; FAKHRI, 2022).
A exposi¢ao ao formaldeido tem sido associada a varios problemas de saude, incluindo
irritacdo respiratoria e da pele, asma e cancer (REINGRUBER; PONTEL, 2018). Como
resultado disso, a adi¢do de formaldeido ¢ considerada fraudulenta segundo BRASIL
(2017), pois ¢ proibido o emprego de substincias quimicas na conservacdo do leite. O uso
de formaldeido como conservante de alimentos € estritamente regulamentado por
agéncias governamentais, ¢ a ingestdo maxima aceitavel para os consumidores ¢ fixada
em 3,0 mg kg' conforme recomendado pela Autoridade Europeia de Seguranga

Alimentar (European Food Safety Authority - EFSA, 2014a, 2014b).

A deteccdo e a quantificagdo dos niveis de formaldeido no leite ¢ um aspecto
crucial para garantir a seguranga para o consumo. Diferentes técnicas foram

desenvolvidas para a determinagdo de formaldeido em amostras de leite, incluindo
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espectrofotométrica (MOLDOVAN et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2015;
SARACOGLU; HAYBER, 2016; SILVA; GONCALVES; ROCHA, 2021; SOUSA
et al., 2009; VERISSIMO et al., 2020a), eletroquimica (XI et al., 2020) e
cromatografica (BORGES et al., 2017; JEONG et al., 2015; KIM; KIM, 2005;
SEBAEI et al., 2018; WAHED et al., 2016).

Usualmente, a cromatografia tem sido empregada para a determinagao dos niveis
de formaldeido no leite, embora seja um processo demorado e dispendioso (FAPPIANO
et al., 2022; NASCIMENTO et al., 2017). Entretanto, as técnicas Oticas e
espectrofotométricas tém sido introduzidas como métodos alternativos, que apresentam
multiplos beneficios sobre as metodologias cromatograficas. As técnicas Oticas sdo
amplamente utilizadas para a detec¢ao de formaldeido em leite devido a simplicidade,
baixo custo e rapido tempo de analise (FAPPIANO et al., 2022; NAGRAIK et al., 2021;
NASCIMENTO et al., 2017). Um desses métodos € o método do acido cromotropico, que
reage com formaldeido para produzir um produto roxo que pode ser medido
espectrofotometricamente (GIGANTE et al., 2004; SINGH; GANDHI, 2015). As
principais desvantagens deste método sdo a toxicidade do acido cromotropico, uso de
acido sulfurico a altas temperaturas, o que levanta preocupacdes sobre a seguranga do

método para a determinagdo de formaldeido no leite.

Portanto, ¢ importante explorar métodos alternativos que sejam mais seguros e
sensiveis. Métodos espectrofotométricos, baseados na reagdo de Hantzsch que consiste
na rea¢do de formaldeido com acetilacetona tem a vantagem de serem altamente sensiveis
e selectivos (KOCHETKOVA; TIMOFEEVA; BULATOV, 2021; NASCIMENTO et al.,
2015; PEREZ-RUIZ et al., 2003; PINTO et al., 2019; VERISSIMO et al., 2020a). Esta
reacdo ¢ amplamente utilizada para determinagdo espectrofotométrica de formaldeido
devido a sua alta seletividade (TEERASONG et al., 2010). O produto gerado, 3,5-
diacetil-1,4-dihidrolutidina (DDL), pode ser medido por espectrofotometria e/ou
espectrofluorimetria, com alta sensibilidade para a determinagdo de baixas concentragdes
de formaldeido. Esses métodos fornecem um meio confidavel para a detec¢do e

quantificagdo de formaldeido no leite e outros produtos alimenticios.

Nesta perspectiva, foi desenvolvido um método para a determinacao de

formaldeido em leite, baseado na reacdo de Hantzsch. O método foi desenvolvido
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utilizando um sensor multicanal AS 7341, capaz de determinar simultaneamente o teor

de formaldeido através de fluorimetria e espectrofotometria.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Reagentes e solugoes

Todos os reagentes empregados neste trabalho possuem grau de pureza analitica
e foram preparados empregando 4gua ultrapura. Solucio estoque contendo 100 mg L' de
formaldeido foi preparada solubilizando quantidades apropriadas do reagente (37%, m/v,
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha). Esta solucdo foi posteriormente padronizada por
meio de titulagdo iodométrica. As solucdes de referéncia de formaldeido foram

preparadas por dilui¢des sucessivas da solucao estoque.

Solugdo de 4cido tricloroacético (Sigma-Aldrich) 0,2 mol L™ foi preparada
dissolvendo quantidades apropriadas do reagente em agua. Tampao acetato de amonio
0,8 mol L' (Sigma-Aldrich) foi preparado dissolvendo quantidades apropriadas do
reagente em agua e o pH desta solucdo foi ajustado para 5,5, usando o 4cido acético. O
reagente de Nash foi preparado a partir da solugio de acetilacetona 0,25 mol L' em meio
tampao acetato de amonio. Essa solugdo foi armazenada na geladeira e utilizada apds um
periodo de 2 horas, tempo necessario para a formacao do Fluoral P, que € um precursor
importante na reagdo de Hantzsch (PINHEIRO et al., 2004; SILVA et al., 2011;
TEIXEIRA et al., 2004).

4.2.2 Equipamentos e acessorios
Espectros de excitagdo e emissdo do 3,5-diacetil-1,4-di-hidrolutidina (DDL)

foram obtidos empregando um espectrofluorimetro (Fluoromax-4 da Horiba Scientific).
O equipamento foi operado com um tempo de integragdo de 0,1 s e fenda de entrada e
saida de 5,0 nm. Foi usado também um espectrofotometro convencional (FEMTO 600S),
equipado com uma cela de vidro de 1,0 cm de caminho 6ptico, para obter a resposta do
sensor AS 7341 e fazer medidas quantitativas envolvendo métodos espectrofotométricos

de referéncia para comparagao da exatiddo do procedimento proposto.

Foi desenhado um suporte de cubetas utilizando o software Autodesk Inventor,

com o objetivo de acomodar o sensor utilizado (Figuras 22A até 22D). O porta cubeta
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apresentava as seguintes dimensdes: 40 mm (altura) x 30 mm (comprimento) x 30 mm
(largura). Esse suporte personalizado permitiu acomodar o sensor de forma segura e
adequada, garantindo uma correta medigao e facilitando a realizagdao dos experimentos.
Estes desenhos foram fabricados utilizando uma impressora 3D (modelo A2 Core,

GTMax, Brasil) e filamento de Acido Polilactico (PLA) de cor branca.

Figura 22: Desenho ilustrando o porta cubeta usada para a determinag@o de formaldeido
em leite, em vista (A) frontal, (B) posterior e (C) superior; assim como a tampa da porta cubeta
na vista inferior (D)
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O sensor AS 7341 foi empregado neste trabalho para realizar medidas
simultaneas de reflectincia e fluorescéncia. Esse sensor ¢ composto por oito canais de
comprimentos de ondas especificos, na regido do espectro visivel (415, 445, 480, 515,
555, 590, 630 ¢ 680 nm). Além disso, o sistema de detec¢ao do sensor inclui um canal
para medidas no infravermelho (730 e 760 nm) e um canal sem filtro (clean). A Figura
23, ilustra o sensor AS 7341, mostrando a posi¢cao do LED e a disposicao dos fotodiodos
dentro do sensor. Os valores numéricos atribuidos a cada fotodiodo representam seus
respectivos comprimentos de onda de medicao. Este sensor oferece uma ampla gama de
valores de ganho, que varia de 1x até 512x, e a corrente do LED também pode ser ajustada
de 2 a 100 mA. Isso permite o ajuste da sensibilidade do sensor a luz, assim como a

intensidade da luz emitida.
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Figura 23: Fotografia do sensor AS 7341 com destaque para a localizacdo do LED e

dos detalhes do detector, assim como a representacdo esquematica da disposi¢do da matriz de
diodo no detector.
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A resposta do sensor AS 7341 foi obtida empregando o espectrofotometro
FEMTO 600s, conforme previamente relatado OLIVEIRA et al. (2022), assim como foi
descrito na secao 3.2. O sensor foi conectado a um microcontrolador Arduino Uno
(Arduino®, Italia), utilizando o protocolo de comunicacdo 12C para aquisi¢do de dados,
como mostra a Figura 24A. A corrente do LED, assim como o ganho do sensor foram
controlados por meio da programag¢do do dispositivo no ambiente de desenvolvimento

Arduino IDE, o cédigo pode ser encontrado no apéndice.

Figura 24: (A) Esquema de conexdo do sensor AS 7341 com Arduino; (B) Foto
ilustrando o dispositivo montado.

O custo do dispositivo esta em torno de US$ 31,0 como pode ser verificado na
Tabela 9. Os parametros do sensor AS 7341 foram otimizados visando a determinacdo

simultanea de formaldeido por fluorescéncia e reflectdncia, considerando condic¢des
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compromissadas. Os valores de reflectancia foram determinados utilizando a equagao: S
= -log I/lo, onde I ¢ o sinal obtido da amostra, I € o sinal obtido da 4gua ultrapurae S é o
valor resultante da refletdncia. O valor de fluorescéncia foi determinado, subtraindo-se o

sinal de emissao da amostra pelo sinal obtido da agua ultrapura.

Tabela 9: Custo por componente do dispositivo e valor total para montar o dispositivo

para determinagdo de formaldeido em leite

Nome Componente Quantidade  Valor (US$)
Arduino UNO + Cabo USB 1 13,0
Sensor AS 7341 1 16,0
Jumpers macho & fémea 1 kit 2,0
Total 31,0

4.2.3 Amostras e Procedimentos

Em supermercados locais, foram adquiridas 10 amostras de leite de varias marcas,
nomeadamente: Leite UHT (do inglés, Ultra High Temperature) 3,0 % de gordura (2 amostras),
Leite UHT com no minimo 3,1 % de gordura (2 amostras), Leite UHT desnatado (1 amostra),

Leite UHT fortificado (2 amostras) e Leite pasteurizado e integral (3 amostras).

Antes da analise, todas as amostras de leite foram submetidas a extrag¢ao
proteica. A extracdo das fracdes proteicas do leite foi realizada conforme descrito por
NASCIMENTO et al. (2015). Para isso, 2,0 mL de amostra de leite foram agitadas com
2,0 mL de 4cido tricloroacético em um tubo conico, seguido de centrifuga¢do por 5 min
a 3000 rpm.

Para a determinagdo do formaldeido, foram adicionados 200 puL do reagente de
Nash a 350 pL da fase aquosa do leite ou solucdes padrdo de formaldeido e a mistura foi
ajustada para um volume final de 1,0 mL com agua antes de ser aquecida a 70° C por 20
min. Apds o aquecimento, as solu¢des foram resfriadas em béquer contendo agua a
temperatura ambiente e, em seguida, foram medidas pelo método proposto. Os resultados

foram comparados com a técnica espectrofotométrica como referéncia (NASH, 1953).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizacdo

Neste estudo, foi proposto um procedimento para a determinagdo de formaldeido em
amostras de leite, baseado na reacdo de Hantzsch (Figura 25) amplamente empregada
para a deteccdo espectrofotométrica ou fluorométrica de formaldeido em amostras de
alimentos (NASCIMENTO et al., 2015; PEREZ-RUIZ et al., 2003; VER{SSIMO et al.,
2020a). O método adotou uma abordagem dindmica com medidas simultaneas de
reflectancia e fluorescéncia, utilizando um sensor AS 7341. Este estudo representa um
trabalho pioneiro, no emprego de um sensor de cores para medidas simultineas de

reflectancia e fluorescéncia.

Figura 25: Esquema da reac@o de derivatizagdo do formaldeido para formar 3,5-
diacetil-1,4-di-hidrolutidina (DDL) na Reagdo de Hantzsch.
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Para o desenvolvimento do procedimento proposto, iniciamos os experimentos
obtendo as caracteristicas espectrais do sensor AS 7341, bem como do produto formado
pela reagdo do formaldeido com o reagente de Nash. O objetivo principal desses
experimentos era identificar os melhores canais do sensor para monitorar tanto a
fluorescéncia quanto a reflectancia do produto formado. Essa analise foi conduzida com
a finalidade de desenvolver um método eficiente para a determinacao de formaldeido em
amostras de leite, considerando a combinagdo 6tima de canais para obter sinais analiticos
maiores e precisos. A caracterizagao espectral do sensor AS 7341 estd ilustrada na Figura
26A, onde ¢ possivel ver o perfil de resposta para os oitos canais da regido do visivel. O
espectro de excitagdo do DDL variou de 300 a 470 nm, enquanto o de emissao ocorreu

entre 450 e 650 nm. Os espectros de absor¢ao e emissdo sobrepuseram-se aos canais 415
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e 515 nm do sensor, respectivamente (Figura 26B).

Figura 26: (A) Perfil espectral da resposta do sensor AS 7341 nos oitos canais da regido
do visivel, (B) Espectro de excitacdo (----) ¢ emisso (---) do 3,5-diacetil-1,4-di-hidrolutidina
(DDL) e perfil espectral do sensor AS 7341 para os canais 415 (—) e 515 nm (—).
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4.3.2 Otimizag¢do

Para a determina¢ao do formaldeido, foram selecionados dois canais, 415 nm ¢
515 nm. Os ajustes oticos foram escolhidos com base na determinacdo simultanea por
refletancia e fluorescéncia do DDL em condi¢des compromissadas. Em seguida, foram
realizados experimentos para avaliar a influéncia das varidveis instrumentais, como
ganho e corrente do LED, além das condi¢des quimicas, como concentragdes de
reagentes, pH, temperatura e tempo de reagdo, usando o método univariado. Durante o
processo de otimizacdo, foram considerados pardmetros como sensibilidade, precisdo e

consumo de reagentes.

As concentragoes de acetilacetona e acetato de amonio foram avaliadas. A
concentracdo de acetilacetona foi avaliada na faixa de 0,05 a 0,30 mol L'! e a concentracio
de 0,25 mol L! foi determinada como sendo a condi¢do 6tima (Figura 27A). Esta
condicdo foi diferente da condicdo obtida por KOCHETKOVA, TIMOFEEVA e
BULATOV (2021), SILVA et al. (2011), SILVA e ROCHA (2010), porém apresentou
sinais maiores e precisos, a semelhanca de NASCIMENTO et al. (2015). A concentragio
de acetato de amonio avaliada foi de 0,2 a 1,0 mol L' e a concentracio de 0,8 mol L' foi
identificada como condi¢do otima (Figura 27B), a semelhangca de SILVA e ROCHA
(2010). Também foi avaliado o efeito de pH, verificou-se que os maiores sinais foram

obtidos na faixa de 5,0 a 6,5 (Figura 27C) e escolhemos trabalhar nas etapas subsequentes
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com 5,5. Esses resultados sdo similares aos obtidos por PINTO et al. (2018 e 2019). Os
resultados mostram que os sinais de reflectancia apresentam comportamento similar aos

observados nas medidas de fluorescéncia.

Figura 27: Efeito (A) da concentragao de acetilacetona, (B) da concentragdo da solugao
tampao de acetato de amoénio e (C) do pH no sinal analitico de 2,0 mg L' de formaldeido para
medida de (e) reflectancia (canal 415 nm), (-m-) fluorescéncia (canal 515 nm) e do ( 4 ) branco
obtidos pelo sensor AS 7341
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Por ser uma reagao lenta, foi necessario implementar uma etapa de aquecimento
a formagao do DDL. A influéncia da temperatura de aquecimento e do tempo de reagao
foi avaliada em uma faixa de 40 a 80 °C e de 5 a 25 min, respectivamente. Apds a
realizagdo dos experimentos, a resposta 6tima foi alcancada quando a temperatura de
aquecimento foi fixada em 70 °C por 20 min, conforme mostra a Figura 28. Esses
parametros demonstraram-se mais adequados para proporcionar a maior eficiéncia na
conversao do analito, resultando em uma resposta mais alta e precisa no procedimento

analitico proposto.
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Figura 28: Efeito da temperatura de aquecimento (A) e tempo de reagdo (B) no sinal
analitico de 2,0 mg L de formaldeido para medida de (®) reflectdncia (canal 415 nm), (-m-)
fluorescéncia (canal 515 nm) e do (/) branco obtidos do sensor AS 7341
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Nesta etapa de otimizagdo dos parametros instrumentais, foram avaliados o
efeito do ganho e a corrente do LED nos sinais analiticos. A Figura 29A ilustra os
resultados obtidos, revelando uma notavel melhoria nos sinais de reflectancia e
fluorescéncia ao variar o ganho de 1x a 16x. No entanto, verificou-se que os sinais
atingiram um ponto de saturacdo quando o ganho ultrapassou 16x. De maneira
semelhante, o aumento da corrente do LED também demonstrou uma tendéncia similar
(Figura 29B). Os sinais mais favoraveis foram obtidos na corrente maxima do LED, que

foi fixada em 100 mA, mantendo um ganho de 16x.

Figura 29: Efeito do ganho do sensor (A) e corrente do LED (B) no sinal analitico de 2,0 mg L"!
de formaldeido para medida de (®) reflectancia (canal 415 nm), (-m-) fluorescéncia (canal 515
nm) e do (/) branco obtidos do sensor AS 7341

(A) (B)
1200 1200

0,04 . 5
'R {10008 g 11000°€
e 5 % 0,03 g
. « L , J n
£ 0,034 {800 3 O 1800 ¢
@ Q % S
Y o —
¢ 0,02 1600 2 % 0,02 600 %
o | o © ¥ laoo 3
o 40 § 8 / e
B 001 o 200m i 200 g

,014 by 1 4 Q
= A el ——A———A = 0,00 T T : : :

0,00-— T T 0 80 85 90 95 100

1x 2x 4'x 8x 1('5x
Ganho do sensor

Corrente do LED, mA



72

4.3.3 Caracteristicas analiticas
As caracteristicas analiticas do procedimento foram obtidas e uma resposta
linear foi observada na faixa de 0,1 a 40 mg L™! ¢ 0,1 a 3,0 mg L' para medidas de

refletincia e fluorescéncia, respectivamente (Figura 30).

Figura 30: Curvas analiticas para solugdes de formaldeido obtidas pelo sensor AS7341

para medidas de (A) reflectincia (canal 415 nm) e (B) fluorescéncia (canal 515 nm)

(A) (B)
0,08 2000
(]
R G
(&) C
£ 0,064 @ 15001
5 8
g :
& 0,04- i 10001
g g
_80,02_ _8 500‘
ke 2
o 8
1= i = 0= , , , , , ,
= 0,004 : : : - 00 05 10 15 20 25 30
0 1 2 31 4 Formaldeido, mg L'1

Formaldeido, mg L-

As caracteristicas foram comparadas com os resultados obtidos por um
espectrofotometro convencional, como mostrado na Tabela 10. Os limites de deteccao
foram de 27 e 30 pg L' para medidas de refletancia e fluorescéncia, respectivamente.
No geral, o procedimento otimizado utilizando o sensor AS 7341 para medidas
simultaneas demonstrou boa sensibilidade e precisao na determinagdo de formaldeido em
amostras de leite, fornecendo uma resposta linear em uma ampla faixa de concentragao.
A excelente linearidade e baixa variabilidade dos resultados garantem a confiabilidade
dessa abordagem analitica, tornando-a uma ferramenta valiosa para a determinagdo de

formaldeido em amostras de leite.

Tabela 10: Caracteristicas analiticas obtidas wusando sensor AS 7314 e
espectrofotdmetro convencional. (Faixa linear e LD em ug L)

Faixa RSD?
Equacio da curva R? LD
Linear (%)

AS 415nm  y = 0,01739Crormal. - 2,9 x 10* 100 - 4000 0,12 0,999 27
7314  515nm y = 604,00Cromal. - 4,86 100 - 3000 0,92 0,998 30
UV-VIS y = 0,145Crormal. + 0,013 70 - 6000 0,76 0,998 17

Cromal. = Concentragdo de formaldeido; a) n =10 de 2 mg L' Formaldeido; b) LD = Limite de detecgdo
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As caracteristicas analiticas do método proposto foram comparadas com outros
métodos relatados na literatura para a determinacao de formaldeido e estdo apresentadas
na Tabela 11. Os métodos que empregam a reacdo de Hantzsch com deteccdo
espectrofotométrica (NASCIMENTO et al., 2015; VERISSIMO et al., 2020b) e
fluorimetria (PEREZ-RUIZ et al., 2003) apresentaram limite de detengdo superior ao

obtido pelo procedimento proposto.

O estudo conduzido por KOCHETKOVA, TIMOFEEVA e BULATOV (2021)
atingiu um limite de detec¢ao aproximadamente duas vezes menor do que o obtido neste
trabalho. No entanto, ¢ importante notar que a sua metodologia envolveu uma etapa
adicional de extracdo e pré-concentracdo. Esta distingdo enfatiza a sensibilidade superior
e a potencial aplicabilidade do método atual, que oferece a vantagem de monitoramento

direto sem a necessidade de procedimentos complexos de preparagao de amostras.

Além disso, a integracdo desse método com sistemas IoT pode permitir o
monitoramento remoto € em tempo real, abrindo portas para recursos analiticos
aprimorados e melhor acessibilidade de dados em diversas aplicagdes. A capacidade de
andlise direta, aliada a sensibilidade competitiva e as possibilidades de monitoramento
remoto, torna o método proposto altamente atraente e promissor para aplicacdes em
diversos campos, incluindo o controle de qualidade de produtos lacteos, anélises

ambientais e outras areas da quimica analitica.
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Tabela 11 - Comparagdo do método proposto com outros procedimentos relatados para determinagio de formaldeido (Faixa linear e LD em ug L)

Método / Reacdo Faixa Linear LD RSD (%) Referéncia
Espectrofotométrico (AS7341 415nm) Reacio de Hantzsch 100 - 4000 27 0,12 Este método
Espectrofotométrico (AS7341 515nm) 100 - 3000 30 0,92 Este método
Espectrofluorimetrico Reagdo de Hantzsch 45 -500 15 <9 g%%s&%gfg(\);?s TIMOFEEVA,
Espectrofotométrico Reagdo de Hantzsch 500 - 5000 100 3,1 (NASCIMENTO et al., 2015)
Reacio 200 (VERISSIMO et al., 2020a)
Espectrofotométrico pgﬁgxometalato 0,0 - 6000
Fluorimétrico Reagao bromato 1x10° - 56x10° 200 »,1  (PEREZRUIZetal,2003)
acridina
Fotométrico (Smartphone) Reacdo Schiff 125 - 1250 120 " (SILVA; GONCALVES; ROCHA,
2021)
Outros métodos
HPLC-UV Reacdo com DNPH 10 - 400 3 2,5 (BORGES et al., 2017)
HPLC-UV Reacdo com DNPH 100 - 1000 10 3 (SEBAEI et al., 2018)
Cromatografia de coluna liquida Reacdo com DNPH 13 -57 9 0,0098 (KAMINSKI; ATWAL;
MAHADEVAN, 1993)
HPLC - com espectrometria de massas Reacéo de Girard P 3,12 -200 1 2,84 61(SHETTY; RANGIAH, 2020)
Cromatografia gasosa Reacdo com DNPH 26 (BUCLEY; FICHER, 1986)
Electroquimico (Eletrodo modificado de AuNPs@PPy) 12x10* — 36x10* 12x10° 4,7 (XI et al., 2020)

Onde: HPLC-UV = do inglés High-performance liquid chromatography (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) com detecdo Ultra violeta; DNPH =2 4-

Dinitrofenilidrazina
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4.3.4 Estudo de efeito matriz

Com o objetivo de investigar possiveis efeitos de matriz, curvas analiticas foram
obtidas na presenca de amostra, tanto com a precipitacao proteica quanto com a analise
direta, sem nenhum preparo de amostra. As curvas de andlise direta foram avaliadas
empregando volumes de 100, 200, 250 e 300 pL de leite, para tal uma amostra de leite

sem a presenca de formaldeido foi selecionada para este experimento.

As inclinagdes das curvas de calibracao obtidas apds a adicao de leite foram
comparadas com as obtidas com solucao padrao em meio aquoso. Para as medidas de
reflectancia, o efeito matriz foi notdrio a partir da adi¢ao de 250 pL de leite, visto que as
curvas analiticas apresentam diferencas significativas (Figura 31A). Para as medidas de
fluorescéncia, o efeito de matriz foi mais acentuado, visto que ndo houve uma tendéncia
uniforme e linear da curva quando se adicionou a amostra de leite, como se pode ver na
Figura 31B. A presenca de particulas sdlidas pode ocasionar fendmenos de espalhamento
e absor¢do, resultando em variagdes nos sinais de reflectancia ¢ fluorescéncia obtidos.
Essas particulas, especialmente gorduras e proteinas, podem contribuir significativamente
para o efeito de matriz, interferindo no sinal do analito. Os resultados indicam que, para
a medida de reflectancia, seria possivel a determinagdo direta do formaldeido desde que

fossem utilizados volumes inferiores a 250 pL.

Figura 31: Curvas analiticas para medidas de (A) reflectancia no canal 415 nm e (B)
fluorescéncia no canal 515 nm, para solugdo padrdo (m) em meio aquoso ¢ na presenca de (e) 100
pL, (A) 200 pL, (V) 250 pL e (¢) 300 pL de amostra de leite sem precipitag@o proteica obtidas
usando o sensor AS 7341
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Para minimizar o efeito de matriz, um procedimento de preparagcdo da amostra
que envolveu a remog¢ao das proteinas por meio de precipitagdo proteica por acidificacao
foi avaliado. Esse tratamento da amostra visava garantir a exatiddo dos resultados
analiticos. Apds a preparacdo das amostras, as curvas analiticas obtidas a partir do soro
do leite ndo apresentaram diferengas significativas em relagdo as curvas obtidas a partir
de solugdes-padrao em meio aquoso (Figura 32). Esse estudo minimizou o efeito de
matriz, demonstrando a eficdcia do procedimento de prepara¢do da amostra na remogao
de interferentes. Esses resultados reforcam a confiabilidade do método proposto para a
determinagdo de formaldeido em amostras de soro de leite, abrindo possibilidades para

sua aplicacao.

Figura 32: Curvas analiticas para medidas de (A) reflectdncia no canal 415 nm e (B)
fluorescéncia no canal 515 nm, para solu¢do padrao (m) em meio aquoso e na presenca de (e) 200
pL, (A)300 uL, (7 ) 400 pL e (¢) 500 uL de amostra de leite apos a precipitacao proteica obtidas
usando o sensor AS 7341
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4.3.5 Determinagdo de formaldeido em amostras de leite

O procedimento proposto foi aplicado a determinag¢do de formaldeido em 10
amostras de leite e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 12. Os resultados
obtidos com o procedimento proposto foram concordantes com os obtidos pelo
procedimento de referéncia, com nivel de confianca de 95%. O formaldeido foi detectado

em cinco amostras de leite.
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Tabela 12: Resultados da determinagdo de formaldeido em amostras de leite (valores médios e
incertezas, n = 3).

Amostra de Leite AS 7341 (415nm)  AS 7341 (515 nm) UV-VIS
Crormal (Lg L)
UHT Al <LD <LD <LD
UHT A2 <LQ <LQ <LQ
UHT A3 <LQ <LQ <LQ
UHT A4 <LD <LD <LD
Des. AS <LD <LD <LD
For. A6 <LD <LD <LD
For. A7 <LD <LD <LD
Past. A8 <LQ <LQ 78 +2
Paste. A9 115+1 1132 1151
Past. A10 100+ 1 101 £1 101 £1

CFormal' = Concentragdo de formaldeido; UHT = Ultra-high temperature; Des. = Desnatado; For.= Fortificado; Past. = Pasteurizado

Para avaliar a exatidao do método, quatro amostras foram fortificadas com 300
e 500 pg L ™! de solugio estoque de formaldeido. Os resultados das recuperagdes, variaram
entre 94 ¢ 105 %, como pode ver se na Tabela 13. Esses dados indicam a auséncia de
efeitos de matriz na determinagdo do formaldeido e demonstram a confiabilidade ¢ a
exatiddo do método desenvolvido, validando sua aplicabilidade para determinacdes de

formaldeido em amostras de leite.

Tabela 13: Resultados do ensaio de adigdo e recuperacdo em amostras de leite
(valores médios e incertezas, n = 3).

Formaldeido AS 7341 (415 nm) AS 7341 (515 nm)

Ameostra
ad. (ng L) % %

300 101 +£2 102 +£1
Al

500 102+ 1 102+0

300 101 +1 102 +£1
AS

500 97+ 1 101 £1

300 99 +1 99+ 1
A8

500 104+0 101 £1

300 105+0 98 £ 1
Al10

500 94 +1 101 +£0

Onde: ad = adicionado
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Foi realizado um estudo para avaliar a volatilidade do formaldeido no leite.
Nesse experimento, uma amostra de leite fortificada com 1,0 mg L™ de formaldeido foi
submetida a um tratamento térmico em diferentes temperaturas e tempos. Os niveis de
formaldeido foram determinados, e os resultados sao ilustrados na Figura 33. Observou-
se que o teor de formaldeido apresentou reducao conforme a temperatura de aquecimento
aumentou, € o mesmo comportamento foi observado em relagdo ao tempo de
aquecimento. Quando as amostras foram aquecidas a 70°C por 20 min, o teor de

formaldeido foi reduzido em aproximadamente 60% nessa condig@o.

Figura 33: Efeito da temperatura (A) ¢ do tempo de aquecimento (B) no teor de
formaldeido no leite fortificado com 1,0 mg L', para medida de (@) reflectancia (canal 415 nm),
(- A -) fluorescéncia (canal 515 nm) obtidos do sensor AS 7341

(A) (B)

Formaldeido, mg L'1
Formaldeido, mg L1

40 50 60 70 80 90 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Temperatura, °C Tempo, minutos

Em uma etapa subsequente, trés amostras de leite pasteurizado (designadas
como A8, A9 e A10) exibindo maiores concentragdes de formaldeido foram submetidas
a tratamento térmico a 70°C por 20 min. Verificou-se uma reducdo das concentragdes de
formaldeido para niveis detectaveis, mas nao quantificdveis (abaixo do LQ, limite de
quantificagdo) pelo método proposto, como pode ver se na Tabela 14. Isso mostra a
aplicabilidade do método analitico proposto em determinar de forma confiavel os niveis

de formaldeido em amostras de leite.

Tabela 14: Resultados da analise de amostras de leite, antes e depois do aquecimento
a 70 °C por 20 min.

Crormaldeido (1g L)

Amostra 415 nm 515 nm
Antes Depois Antes Depois
A8 <LQ <LQ <LQ <LD
A9 115+1 <LQ 113+2 <LQ

A10 100+ 1 <LQ 101 + 1 <1LQ
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O aquecimento do leite ¢ essencial para garantir sua seguranga e preservar sua
qualidade nutricional, considerando seu amplo consumo. O tratamento térmico adequado
elimina eficazmente os microrganismos nocivos, reduzindo assim o risco potencial de
doengas transmitidas por alimentos. Segundo CLAEYS et al. (2013), o aquecimento do
leite ¢ uma pratica recomendada para proteger a saide publica e otimizar os beneficios

nutricionais derivados dessa valiosa fonte de nutrientes.

4.4 CONCLUSOES
Este estudo propde uma abordagem nova de medi¢do Otica para determinar os
niveis de formaldeido em amostras de leite, envolvendo medigdes simultaneas de

refletancia e fluorescéncia.

A utilizagdo do sensor multicanal AS 7341 que tem a possibilidade de ajustes e
otimizagdo dos sinais, permitiu que o método proposto apresentasse excelentes
caracteristicas analiticas, ampla faixa linear, baixo limite de detecgdo e boa precisdo. A
analise comparativa com os outros métodos espectrofotométricos e fluorimétricos destaca

o baixo LD e a aplicabilidade potencial da abordagem proposta.

A eficécia do procedimento foi demonstrada através da analise bem-sucedida de
varias amostras de leite, incluindo leite UHT, leite fortificado, leite desnatado e leite
pasteurizado. Os resultados obtidos sdo equiparaveis com os obtidos usando o
procedimento de referéncia, e os experimentos de recuperagdo confirmam a exatidao do
método. Além disso, um estudo sobre a volatilidade do formaldeido no leite revelou uma
reduc¢do substancial apos tratamento térmico a 70°C por 20 min. Esse resultado corrobora
com as praticas estabelecidas para garantir a seguranca do leite e preservar a sua qualidade

nutricional.

A construcao do dispositivo, que inclui o sensor AS 7341, porta cubeta impresso
em 3D, cabos e placa Arduino, tem um custo estimado em US$ 31. Isso demonstra que
esta ¢ uma alternativa viavel em termos econdmicos, acessibilidade e a praticidade. Este
dispositivo tem a possibilidade de integracdo do sistema IoT, o que poderd permitir o
monitoramento remoto em tempo real, aumentando a eficiéncia analitica e o acesso aos

dados da qualidade alimentar.
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De um modo geral, o método proposto apresenta uma valiosa contribui¢do em
comparagdo com outros métodos para o campo do controle de alimentos, oferecendo uma
solugdo pratica, sensivel e amiga do ambiente para a determinagdo dos niveis de

formaldeido em amostras de leite.
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CAPITULO 5 - DESENVOLVIMENTO DE UM DISPOSITIVO OTICO PORTATIL
COM SENSOR MULTICANAL PARA QUANTIFICACAO DE GLICEROL EM
VINHO: UMA ABORDAGEM DIY PARA ANALISE IN SITU




82

5.1 INTRODUCAO

A producdo de vinho tem uma importdncia econdmica significativa a nivel
mundial, contribuindo significativamente para o Produto Interno Bruto (PIB) de muitos
paises (OBUCINSKI; PUSARA; RADULOVIC, 2023). A produgio de vinho envolve a
fermentagdo do suco de uva por leveduras, resultando na producao de varios compostos,
incluindo o glicerol (ZHAO; PROCOPIO; BECKER, 2015). A gestdo cuidadosa dos
parametros de fermentacdo, incluindo a produgdo de glicerol, permite que os endlogos
possam alcangar uma qualidade de vinho consistente e oferecer caracteristicas e sabores

distintos que fazem de cada garrafa de vinho uma experiéncia sensorial unica.

O glicerol ¢ formado como um produto da fermentacao de carboidratos catalisada
por levedura e desempenha um papel significativo nas propriedades sensoriais € na
qualidade do vinho (ALANON; PEREZ-COELLO; MARINA, 2015; ZHAO;
PROCOPIO; BECKER, 2015). Avaliagao precisa dos niveis de glicerol no vinho € crucial
para detectar possiveis adulteragdes ou desvios dos padrdes de qualidade esperados.
Praticas antiéticas, como a adi¢do de glicerol para melhorar a dogura e a sensacdo bucal,
minam a integridade da industria do vinho (GAWEL; VAN SLUYTER; WATERS,
2007). A ocorréncia de eventos de adulteragdo e contaminacao de alimentos destaca a
necessidade de métodos analiticos rapidos e faceis de usar para detectar fraudes e garantir
a seguranca alimentar (ELLIS et al., 2015). Abordagens portateis, juntamente com os
avangos nas ciéncias computacionais e¢ da Internet das Coisas, oferecem solugdes
promissoras para coleta de dados no local e de uma forma rapida (CADEADO et al.,

2022; MAYER; BAEUMNER, 2019).

Na literatura estdo descritos varios métodos para a determinagdo de glicerol,
incluindo métodos oticos (BONDIOLI; BELLA, 2005; CANIZARES; LUQUE DE
CASTRO, 1995; DE SOUZA et al., 2013; NUNES FERNANDES et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2006), eletroquimicos (MONOSfK etal., 2012; POP etal., 2012; YAN
et al., 2022) e cromatograficos (CASTELLARI et al., 2001; CHINNICI; SPINABELLI;
AMATI, 2002; FALQUE LOPEZ; FERNANDEZ GOMEZ, 1996; HAJEK; SKOPAL;
MACHEK, 2006).

O glicerol pode ser determinado em bebidas usando métodos enzimaticos que

dependem da formacao de NADH apos a oxidagao do glicerol. A determinacao pode ser
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realizada por deteccdo espectrofotométrica (NUNES FERNANDES et al.,, 2004;
OLIVEIRA et al., 2006) ou fluorimétrica (MATAIX; LUQUE DE CASTRO, 2000). A
determinagdo enzimatica do glicerol pode ser afetada pela instabilidade da enzima. Essa
instabilidade pode resultar na diminui¢do da atividade enzimatica ao longo do tempo,
comprometendo a acurdcia e a confiabilidade da determinacdo do glicerol.
Adicionalmente, a presenca de outros compostos na matriz da amostra, como agucares ou
alcool, pode introduzir interferéncias que impactam a reagdo enzimatica, afetando a

seletividade do método (LAPENAITE; RAMANAVICIENE; RAMANAVICIUS, 2006).

Alternativamente, o glicerol pode ser determinado indiretamente em amostras de
vinho através de sua oxidagdo com ions periodato, enquanto monitora o consumo de
periodato usando potenciometria (LUCA et al., 1998). Além disso, a determinagdo de
glicerol pode ser realizada explorando a reacdo de oxidacdo de glicerol com periodato
que leva a formagdo de formaldeido, que pode entdo sofre a reagdo de Hantzsch para
produzir um composto conhecido como 3,5-diacetil-1,4-diidrolutidina (SILVA et al.,
2011; SILVA; ROCHA, 2010). A formagao de DDL pode ser quantificada usando varias
técnicas analiticas, como espectrofotometria (SILVA; ROCHA, 2010) ou fluorimetria
(SILVA et al., 2011). Esses métodos permitem a mensuragdo dos niveis de glicerol em

uma amostra, fornecendo informacdes valiosas sobre sua composicao.

Esta abordagem tem sido amplamente empregada na determinagao do glicerol em
diferentes matrizes, incluindo bebidas alcodlicas (KUHN et al., 2015), no entanto, ¢
importante notar que a implementa¢do desses métodos pode ser desafiadora devido a
necessidade de habilidades avancgadas, materiais e equipamentos especializados. Face a
1sso, e ao surgimento de microcontroladores e sensores Oticos, que estdo impulsionando
o desenvolvimento de dispositivos analiticos portateis (CADEADO et al., 2022;
FITZPATRICK; BRIEN; LEY, 2020; MAYER; BAEUMNER, 2019; NGUYEN et al.,
2018), propusemos nesse trabalho desenvolver um procedimento para a determinagdo de
glicerol em amostras de vinho usando um dispositivo portatil, de baixo custo. O método
envolve a oxidacdo do glicerol pelo periodato, seguida da reacdo de Hantzsch, com a
determinacdo realizada utilizando um sensor multicanal AS 7341, monitorando o sinal

em 415 nm.



84

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Reagentes e solugoes

Todos os reagentes empregados neste trabalho possuem um grau de pureza
analitica e foram preparados empregando agua ultrapura. Solugdo estoque contendo 100
mg L! de glicerol foi preparada solubilizando quantidades apropriadas do reagente (99%,
m/v, Sigma-Aldrich). As solugdes de referéncia de glicerol foram preparadas por

dilui¢des sucessivas da solucao estoque.

Solugdo de periodato 10 mmol L foi preparada dissolvendo quantidade
apropriadas de periodato de sodio (Vetec, Brasil) em agua ultrapura. E o reagente de Nash

foi preparado conforme descrido previamente na se¢ao 4.2.1.

5.2.2 Equipamentos e acessorios

Foi usado um espectrofluorimetro (Fluoromax-4 da Horiba Scientific) para obter
o espectro de absor¢ao do DDL, como esté descrito na se¢do 4.2.2. O dispositivo usado ¢
o mesmo descrito na secao 4.2.2, monitorando apenas o canal 415 nm medidas de

reflectancia.

5.2.3 Amostras e Procedimentos
Em supermercados locais foram adquiridas amostras de vinho, englobando uma

variedade de vinhos em termos de tipo de uva, safra e Pais de origem (Tabela 15).

Tabela 15: Informagdes (variedade de uva, safra e Pais) das amostras de vinho analisadas

Amostra Variedade de Uva Safra/Ano Pais
Al Cabernet Franc e Cabernet Sauvignon 2020 Uruguai
A2 Cabernet Sauvignon 2021 Chile
A3 Cabernet Sauvignon e Carménere Nao identificado Chile
A4 Carménere 2019 Chile
A5 Carménere Nao identificado Chile
A6 Merlot 2020 Chile
A7 Merlot 2018 Chile
A8 Malbec 2019 Argentina
A9 Verdelho, Antdo Vaz 2019 Portugal

A10 Tempranillo garnacha | 2019 Espanha

All Touriga Franca, Tinta Roriz Nao identificado Portugal
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As amostras de vinho antes de serem analisadas foram diluidas na propor¢o
1:400. Para a determinacao do glicerol, foram misturados 350 pL de amostras de vinho
ou solucdes padrao de glicerol com 200 pL de periodato e 200 uL de reagente de Nash.
A mistura foi ajustada para um volume final de 1,0 mL antes de ser aquecida a 60° C por
15 min. Apds o aquecimento, as solu¢des foram resfriadas em um béquer contendo agua
a temperatura ambiente e, em seguida, foram submetidas as medidas pelo método

proposto.

O método proposto por BONDIOLI ¢ BELLA (2005) foi utilizado como
referéncia para a determinacao espectrofotométrica do glicerol. Apds a diluicao, 2 mL da
amostra de vinho foram adicionados a um tubo graduado de 15 mL. Em seguida, 1,2 mL
de solucdo de periodato de sodio 10 mmol L™ foi adicionado e a mistura foi agitada por
30 s. Em seguida, 1,2 mL de solucdo de reagente de Nash foi adicionado e o tubo foi
colocado em banho termostatizado a 70° C por 1 min com agitagdo manual. Apds a
reacdo, a amostra foi imediatamente resfriada imergindo o tubo em um copo preenchido

com agua da torneira.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Caracterizagdo

Neste estudo, foi desenvolvido um procedimento para a determinacdo do teor de
glicerol em vinho utilizando a reagdo de oxidagdo do glicerol com periodato, seguida da

formag¢ao do composto DDL por meio da rea¢do de Hantzsch (Figura 34).
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Figura 34: Esquema de reacdo de oxidacdo de glicerol com periodato (1* etapa) e
formagdo do 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina através da reacdo com acetilacetona (2° etapa).
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O procedimento envolveu a utilizagdo de um sensor multicanal AS 7341 como
detector, monitorando o sinal no canal 415 nm para medidas de reflectancia. A
caracterizac¢ao do sensor e do DDL foi descrita na se¢do 4.3.1, assim como a sobreposi¢ao

do espectro de absor¢do do DDL e a resposta do sensor no canal 415.

5.3.2 Otimizagdo

Foi feita a optimizagdo pelo método univariado de variaveis instrumentais, assim
como as condi¢des quimicas das reacoes, considerando parametros como sensibilidade,
precisdo e consumo de reagentes. Além disso, o processo de otimizagdo incluiu o ajuste
do pH do meio de reacdo para suportar tanto a oxidagao do glicerol quanto a formagado do

composto DDL.

A concentragdo de periodato foi avaliada na faixa de 2 a 12 mmol L (Figura
35A) e, com base nos resultados obtidos, foi selecionada uma concentracao de 10 mmol
L!. Esta concentracio demonstrou a maior resposta para a oxida¢io do glicerol,
garantindo eficiente conversdao ao formaldeido para posterior formacdo do composto
DDL, como também foi demonstrado por SILVA et al. (2011). Nessas condigdes, obteve-

se um excesso molar de periodato de aproximadamente 87 vezes.

As concentragoes de acetilacetona e acetato de amonio também foram avaliadas.
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As condicdes Otimas obtidas s3o idénticas as obtidas no experimento anterior (se¢ao
4.3.2), que sdo 0,25 mol L! para acetilacetona e 0,8 mol L™! para acetato de aménio. A
oxidacdo do glicerol ¢ favorecida em meio acido (LUCA et al., 1998), enquanto a
formag¢do do composto DDL com formaldeido ¢ favorecida sob meio neutro ou alcalino
(PINTO et al., 2019; SILVA et al., 2011; SILVA; ROCHA, 2010). O efeito do pH na
determinagdo de glicerol foi avaliado na faixa de 2,5 a 6,5 (Figura 35B). A faixa de pH
de 4,5 e 5,5 forneceu melhores respostas analiticas, a semelhanca da condicdo 6tima

obtida por SILVA e ROCHA (2010) e SILVA et al. (2011).

Figura 35: Efeito (A) da concentracdo de NalO4 e (B) do pH no sinal analitico de 3,0
mg L' de glicerol (-e-) e do branco (m) no canal 415 nm do sensor AS 7341
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A Figuras 36A e B mostram o efeito da temperatura e do tempo de aquecimento
na formag¢ao do composto DDL, onde o tempo de aquecimento variou de 0 a 25 min e a
temperatura variou de 30 a 80°C. Observou-se que o aumento do tempo de aquecimento
e da temperatura levou a uma maior resposta analitica para uma solugdo de glicerol, com
o sinal maximo observado aos 15 min e 60°C. Essas condi¢des 6timas foram selecionadas

com base em consideragdes de sensibilidade e precisdo.
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Figura 36: Efeito (A) da temperatura e (B) do tempo de aquecimento no sinal analitico

de 3,0 mg L' de glicerol (-e-) e do branco (m) no canal 415 nm do sensor AS 734
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Apos a otimizagdo dos parametros quimicos para a determinacdo de glicerol, o
proximo passo consistiu na otimizagao dos parametros instrumentais do sensor AS 7341.
A configuragdo adequada desses parametros € de extrema importancia para obter maiores

sinais analiticos e precisos.

Nesse contexto, centramos nossa aten¢ao no canal de 415 nm do sensor, que ¢
essencial para a analise do composto DDL formado apds a reacao de oxid¢ao do glicerol.
Primeiramente, foi avaliado o efeito do ganho do sensor no sinal analitico (Figura 37A).
Verificou-se que a configuracao de ganho de 512x produziu os melhores resultados. Além
disso, foi investigada a influéncia da corrente do LED no desempenho do sensor (Figura
37B). A corrente de 20 mA proporcionou melhores condi¢des para a obtengdo de sinais
analiticos confidveis. Valores de corrente acima de 20 mA levaram a saturagao do sinal

atingindo 65535 para o canal 415 nm.
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Figura 37: Efeito (A) do ganho do sensor e (B) corrente do LED no sinal analitico de
3,0 mg L' de glicerol (-e-) e do branco (m) no canal 415 nm do sensor AS 7341
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As caracteristicas analiticas do procedimento foram obtidas e uma resposta

linear foi observada na faixa de 0,5 a 4,0 mg L™! (Figura 38). Esta ampla faixa linear

permite a determinacdo de glicerol em amostras de vinho, seguindo um processo de

diluicdo simples. Essa caracteristica mostra-se particularmente vantajosa quando se

analisam matrizes complexas como o vinho, que apresentam variagdes consideraveis nos

niveis de glicerol devido a fatores como variedade de uva, métodos de vinificagdo e

processos de envelhecimento.

Figura 38: Curva analitica para solu¢des de glicerol obtida pelo sensor AS7341 em

415 nm
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Essas caracteristicas, foram comparadas com os resultados obtidos com um

espectrofotometro convencional, como mostrado na Tabela 16. O limite de detec¢do foi

de 0,050 mg L', calculado pelo desvio padrio das medidas em branco () pela inclinagio
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da curva analitica (a), segundo a equacdo: LD = 3,3 o/a. O coeficiente de variagao foi
estimado em 0,1 % para 10 medidas independentes de uma solugio de 20 mg L™!. No
geral, o procedimento otimizado utilizando o sensor AS 7341 no canal 415 nm
demonstrou boas caracteristicas analiticas, tais como, ampla faixa linear, alto coeficiente
de correlacao, baixos limites de detec¢do e quantificacdo e excelente precisdo. Estas
caracteristicas validam a confiabilidade do método proposto para a determinagdo de

glicerol em amostras de vinho.

Tabela 16: Caracteristicas analiticas do procedimento proposto comparadas com as

obtidas com um espectrofotdmetro convencional (Faixa linear e LD em mg L)

Faixa RSD¥
Equacio da curva R? LDP
Linear (%)

Sensor AS 7341 y = 0,0198CGgiicerot + 1,7x10 0,5-40 0,1 0,998 0,050

Espectrofotdmetro y = 0,0199Caiiceror - 1,3 x 107 0,4 - 40 0,11 0,994 0,124

a) n=10de20mgL" Glicerol; b) LD = Limite de detecgdo

Essas caracteristicas do método proposto foram comparadas com outros
procedimentos descritos na literatura para a determinacao de glicerol em vinhos (Tabela
17). Estes procedimentos abrangiam técnicas espectrofotométricas, voltamétricas,
amperométricas e cromatografia liquida. O método proposto apresenta similaridades com
outras técnicas espectrofotométricas, eletroquimicas e cromatograficas em termos de suas
capacidades analiticas. No entanto, o diferencial do método proposto ¢ sua adequagao
para ser implementado com dispositivos de DIY e IoT, com potencialidade para analises
in-situ. Além disso, a utilizagdo de um sensor de 10 canais proporciona maior
selectividade a abordagem proposta, permitindo a medicdo simultinea de multiplas
variaveis e a obtencdo de resultados mais confiaveis. Essa caracteristica unica oferece

oportunidades para aprimorar a aplicagdo do método em diversas areas da quimica

analitica.
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Tabela 17: Comparagdo do método proposto com outros procedimentos relatados para determinagdo de glicerol

Técnica Faixa linear (mg L") LD (mg L") RSD (%) Referéncia
Fotometria (Reflectancia) 0,5-40 0,05 0,1 Este método
Espectrofotometria 2000 — 10000 6 1,8 (NUNES FERNANDES et al., 2004)
Espectrofotometria 28 - 276 3,6 (OLIVEIRA et al., 2006)
Espectrofotometria 0,37-5,5 0,092 - (DE SOUZA et al., 2013)
Espectrofluorimetria 0,3-5 0,1 2,0 (CANIZARES; LUQUE DE CASTRO, 1995)
Voltametria 4-21 - 1,5 (POP et al., 2012)
Voltametria 9,2 —460 7,1 2,48 (YAN et al., 2022)
Amperometria 0,46 —52 0,20 5,67 (MONOgiK etal., 2012)
HPLC 0,3-10 0,003 0,98 (CHINNICI; SPINABELLI; AMATI, 2002)
HPLC 10 -2003 2,6 - (CASTELLARI et al., 2001)
HPLC 440-8820 162 0,90 (FALQUE LOPEZ; FERNANDEZ GOMEZ, 1996)

HPLC = do inglés High-performance liquid chromatography (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)
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5.3.4 Estudo de interferéncia

A interferéncia de espécies concomitantes na reacao de Hantzsch foi avaliada na
literatura, e verificou-se que ndo ha interferéncia de varios compostos, incluindo acetona,
etanol, metanol, acido acético, acido férmico, acetaldeido, gliceraldeido e glioxal. Assim
como também nao foi observada interferéncia de espécies inorganicas, mesmo em
concentracdes mais elevadas (DONG; DASGUPTA, 1987; HORSTKOTTE et al., 2006)
. O efeito de espécies concomitantes na determinacdo de glicerol em amostras de vinho
foi investigado em concentracdes 20% de etanol, 6,0 g L™! de 4cido gélico e 9,0 g L*! de
acido tartarico, glicose e catequina. As concentracdes desses concomitantes foram
escolhidas com base nos principais constituintes tipicamente encontrados em amostras de
vinho (GAWEL et al., 2018), incluindo acido carboxilico (acido galico), etanol, acidos
organicos (acido tartarico), flavonoides (catequina) e agucares (glicose). Os sinais
analiticos de glicerol (6,0 g L™!) e de glicerol na presenca de cada concomitante estdo

ilustrados na Figura 39.

Figura 39: Sinais de glicerol (6,0 g L) e de glicerol na presenca de etanol (20 %), acido
galico (6,0 g L), glicose (9,0 g L), 4cido tartarico (9,0 g L) e catequina (9,0 g L), obtidos
pelo dispositivo proposto
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A variacdo do sinal foi de + 0,5 % (etanol), - 2,9 % (4cido gélico), - 0,3 %
(glicose), - 1,0 % (acido tartarico) e + 0,8 % (catequina). Com esses resultados pode ver
se que as espécies concomitantes ndo apresentaram interferéncias significativas na
determinacdo do glicerol pelo método proposto, visto que para todas as espécies avaliadas
a variagao de sinal foi inferior a = 3%. O estudo demonstrou que esses componentes nao
interferiram na determinagdo do glicerol, ressaltando a boa seletividade do procedimento

proposto.
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5.3.5 Determinagdo de glicerol em amostras de vinho

ApOs a otimizagao quimica e instrumental, 11 amostras de vinho foram analisadas
usando o método proposto e os resultados foram comparados com aqueles obtidos usando
um procedimento de referéncia UV-VIS (BONDIOLI; BELLA, 2005). Todas as
amostras foram analisadas apods dilui¢do simples (1:400) em agua. Os resultados da
Tabela 18 concordaram ao nivel de confianga de 95% com aqueles obtidos com o método

espectrofotométrico de referéncia.

Tabela 18: Resultado da determinagdo de glicerol em amostras de vinho (valores médios

e incertezas, n = 3).

AS 7341 (415 nm) UV-VIS
Amostra
Caiicerot (g L™)

Al 11,0+ 0,1 10,9 £0,1
A2 54401 54401
A3 7,7+0,2 7,7+0,1
A4 10,6 £ 0,1 10,6 £0,1
A5 11,6 £0,1 11,6 £0,1
A6 10,3 +£0,1 10,3 +0,1
A7 13,6 £0,1 13,7+0,1
A8 9,3+0,1 9,4+0,1
A9 12,6 £0,1 12,5+0,1
Al0 14,6 £0,1 14,6 £0,1
All 12,3 +0,1 12,2 +0,1

Uma concentragdo conhecida de 5 mg L' de glicerol foi adicionada as amostras
de vinho, e os resultados de recuperagdo demonstraram uma taxa de 94,7 a 104,4 %
(Tabela 19). Os valores mostram a auséncia de efeitos de matriz na determinacdo de
glicerol utilizando o método proposto. Isso fortalece a adequacao do método para anélises
de rotina na industria do vinho, proporcionando confianca em sua capacidade de

determinar com exatidao o teor de glicerol em amostras de vinho.
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Tabela 19: Resultados do ensaio de adigdo e recuperacdo em amostras de vinho (valores

médios e incertezas, n = 3).

Amostra Recuperacio (%)
Al 104,4+ 1,2
A2 101,5+0,8
A3 94,7+1,2
A4 99,8 +£2,0
AS 102,0 + 0,5
A6 97,1+0,9
A7 98,5+1,3
A8 99,3 +0,7
A9 96,9 +272

A 10 102,4+0,8
All 99,4+1,1

5.4 CONCLUSOES

Nesse trabalho desenvolveu-se um método para quantificacdo de glicerol em
amostras de vinho, empregando o sensor AS 7341. A natureza portatil e econdmica do
dispositivo oferece uma solucdo pratica e conveniente para determinagdo de glicerol em
amostras de vinho, permitindo medic¢des rapidas e precisas no local de produgdo. Com

um custo de aproximadamente US$ 31.0, o método torna-se acessivel a industria vinicola.

Além do baixo custo, 0 método também oferece outras vantagens alinhadas aos
principios da quimica verde. Requer consumo minimo de reagentes e amostras, reduzindo
a geragdo de residuos e promovendo a sustentabilidade. Ao minimizar a utilizagdo de
recursos, 0 método contribui para a eficiéncia geral e a compatibilidade ambiental da

analise do glicerol.

Esta abordagem promissora fornece uma alternativa vidvel aos métodos
tradicionais de andlise laboratorial, tornando a detec¢ao de glicerol mais acessivel e
eficiente para a industria do vinho. Embora apresente limitagdes relacionadas ao
aquecimento durante o processo, a integracao do sensor com dispositivos [oT amplia as

suas capacidades analiticas.
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CAPITULO 6 - CONSIDERACOES FINAIS
6.1 CONCLUSOES GERAIS

Nesta tese foram desenvolvidos dispositivos analiticos miniaturizados
personalizados, portateis, faceis de usar e de baixo custo para 0 monitoramento preciso
da qualidade ambiental e alimentar. As propostas apresentaram boas caracteristicas
analiticas em termos de sensibilidade e seletividade. Para o desenvolvimento desses
dispositivos, fez se uso das vantagens da pratica DIY e do sistema IoT. Isso tornou-os
adequados para analise in situ e forneceram solugdes personalizadas e econdmicas para

analises quimicas especificas.

Os métodos propostos demonstram semelhangas com outras técnicas
espectrofotométricas. O uso de sensores Opticos apresentou desempenho analitico
comparaveis com espectrofotdmetros comerciais, tornando-se assim em alternativas
confiaveis para a determinacdo de nitrito, formaldeido e glicerol em amostras de agua,
leite e vinho, respectivamente. Além disso, a integracdo dos sensores Oticos nesses
dispositivos aprimorou ainda mais os recursos dos métodos desenvolvidos, em relagao
aos principios de custo-beneficio e quimica verde (redu¢do do consumo de amostras e
reagentes). Isso tornou uma ferramenta valiosa para fins de andlise de qualidade

Ambiental e alimentar, permitindo praticas eficientes e sustentaveis.

Em geral, as vantagens dos métodos baseados em sensores de cores incluem
baixo custo, portabilidade, eficiéncia analitica, possibilidade de integracao do sistema [oT
para monitoramento e acesso dos dados em tempo real. Além disso, foram desenvolvidas

abordagens inovadoras e criativas no desenvolvimento de métodos em quimica analitica.
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APENDICE: Codigo do sensor AS 7341

#include <Adafruit AS7341.h>
Adafruit AS7341 as7341;

void setup() {
Serial.begin(115200);

while (!Serial) {

delay(1);

}

if ('as7341.begin()){
Serial.printIn("Could not find AS7341");
while (1) { delay(10); }

h

as7341.setATIME(100);

as7341.setASTEP(999);

as7341.setGain(AS7341 GAIN 512X); //Adjust the gain to the allowable values (refer to
the specifications).

void loop() {

if (las7341.read AllChannels()){
Serial.printin("Error reading all channels!");
return;

H
Serial.print("F1 415nm : ");

Serial.printin(as7341.getChannel(AS7341 CHANNEL 415nm_F1));

Serial.print("F2 445nm : ");

Serial.printin(as7341.getChannel(AS7341 CHANNEL 445nm_F2));

Serial.print("F3 480nm : ");

Serial.printin(as7341.getChannel(AS7341 CHANNEL 480nm_F3));

Serial.print("F4 515nm : ");

Serial.printin(as7341.getChannel(AS7341 CHANNEL 515nm_F4));

Serial.print("F5 555nm : ");
Serial.printin(as7341.getChannel(AS7341 CHANNEL 555nm_F5));

Serial.print("F6 590nm : ");

Serial.printin(as7341.getChannel(AS7341 CHANNEL 590nm_F6));

Serial.print("F7 630nm : ");

Serial.printin(as7341.getChannel(AS7341 CHANNEL 630nm_F7));

Serial.print("F8 680nm : ");

Serial.printin(as7341.getChannel(AS7341 CHANNEL 680nm_F8));

Serial.print("Clear :");

Serial.printin(as7341.getChannel(AS7341 CHANNEL CLEAR));

Serial.print("Near IR : ");

Serial.printin(as7341.getChannel(AS7341 CHANNEL NIR));

Serial.println("");

Serial.printin("0 mA LED blink");

as7341.setLEDCurrent(20); // The number in parentheses determines the LED current, in this
case, it is 20 mA.

as7341.enableLED(true);
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