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RESUMO

A Andlise por Injecao em Batelada (BIA) ¢ uma plataforma analitica com caracteristicas
portateis e com grande potencial para se tornar uma ferramenta analitica de rotina para a
determinagdo de diferentes compostos, especialmente em laboratorios onde
equipamentos sofisticados ndo estdo disponiveis. No entanto, na maioria dos artigos
publicados onde o sistema BIA foi utilizado, a deteccdo -eletroquimica foi
preferencialmente explorada. Nesse sentido, esse trabalho propde o desenvolvimento de
um sistema BIA com detec¢do colorimétrica (reflectancia) para a determinagao de fosfato
em amostras de agua. Assim, foi desenvolvida uma célula BIA por impressdao 3D, com
espaco para encaixe de tubos de uma minibomba peristaltica, responsavel pela aspiragao
e renovacao da solucdo. Além disso, foram otimizados parametros instrumentais como
velocidade e volume de injegdo, além da distancia vertical e horizontal do ponto de
injecdo ao sensor colorimétrico. Com os parametros instrumentais otimizados, o método
proposto demonstrou performance comparavel com um espectrofotometro comercial,
apresentando resultados com 95% de confianca. O método produziu um coeficiente de
determinagio de 0,999 com uma faixa linear entre 0,1 e 1,5 mg L' de fosfato. Foi obtida
uma frequéncia analitica de 110 inje¢des h™!, com um limite de detec¢io de 0,03 mg L

de fosfato e valores de recuperagdo entre 97 % e 102%.

Palavras chave: Impressao 3D, andlises in situ, reflectancia, analise em fluxo.



ABSTRACT

Batch Injection Analysis (BIA) is an analytical platform with portable characteristics and
great potential to become a routine analytical tool for the determination of different
compounds, especially in laboratories where sophisticated equipment is not available.
However, in most published articles where the BIA system was used, electrochemical
detection was preferentially explored. In this sense, this work proposes the creation of a
BIA system with colorimetric detection (reflectance) for phosphate determination in
water samples. Therefore, a BIA cell was developed by 3D printing, with space for fitting
tubes of a peristaltic pump, responsible for aspiration and renewal of the solution. In
addition, instrumental parameters such as injection speed and volume, as well as the
vertical and horizontal distance from the injection point to the colorimetric sensor, were
optimized. With the optimized instrumental parameters, the proposed method
demonstrated performance comparable to that of a commercial spectrophotometer,
presenting results with 95% confidence. The method produced a coefficient of
determination of 0.999 with a linear range between 0.1 and 1.5 mg L-1 of phosphate. An
analytical frequency of 110 injections h™! was obtained, with a detection limit of 0.03 mg

L' of phosphate and recovery values between 97% and 102%.

Key words: 3D- printing, in situ analysis, reflectance, flow analysis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Deteccao colorimétrica

A espectrofotometria ¢ uma técnica amplamente utilizada em anélises quantitativas
para diversas aplicagdes, incluindo o monitoramento ambiental, analise de alimentos,
agua e biomoléculas em amostras clinicas. No entanto, o espectrofotdmetro comercial
apresenta limitagdes, como custo relativamente elevado, grande volume e a necessidade
de fornecimento continuo de energia, o que limita seu uso em analises fora de ambientes

de laboratorio (POH, et al., 2021).

A fim de viabilizar o uso direto no local da anélise, pesquisadores tém proposto a
adocdo de espectrofotometros portateis e fotdmetros com tecnologia LED (do inglés,
“Light emitting diode”’) (DANCHANA; CERDA, 2020). Tais dispositivos destacam-se
por sua facil montagem, baixo custo e versatilidade, podendo ser empregados na analise
de diversos parametros quimicos e apresentando resultados promissores (LIMA, 2012).
Essa diferenca possibilitou algumas vantagens, como diagndsticos médicos no proprio
local, conhecidos como POCT (do inglés, “Point of care tests”) (GAO et al., 2019),
monitoramento ambiental (ZAMTE; OLMOS; REIS, 2011), analises quimicas de
proteinas, acidos nucleicos (POH, et al., 2021) e ions Fe*" (DANCHANA, et al., 2021).
Assim, esses dispositivos tém sido amplamente desenvolvidos e se tornaram uma

tendéncia consolidada na quimica analitica.

Fotodiodos de tamanho reduzido atuam como detectores assim como
espectrofotometros estaciondrios tradicionais. No entanto, possibilitam a vantagem de
serem utilizados fora do laboratorio para analises no local, além de serem dispositivos de
baixo custo, com alta sensibilidade e rapida deteccdo. A simplificacdo das etapas de
preparo de amostras e reagentes, aliada a auséncia da necessidade de transporte de
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amostras até¢ um centro de analise retira dificuldades enfrentadas por demais métodos que
ndo podem ser utilizados fora do laboratorio. Visto isso, todo o processo de coleta e

quantificagdo do analito de interesse pode ser possivel no proprio local de analise.

A deteccao colorimétrica ¢ uma técnica versatil, amplamente utilizada para essas
aplicagdes. Seu principio baseia-se na variacdo da absorbancia de luz em fungdo da
concentragdo de um determinado composto em solugdo, sendo esta absorbancia
proporcional a concentragdo do analito, conforme descrito pela Lei de Lambert-Beer
(SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2009). Essa caracteristica torna a técnica adequada tanto
para analises qualitativas quanto quantitativas. Além disso, trata-se de um método de
baixo custo, de facil utilizacdo e que fornece resultados de maneira rapida, sem exigir

instrumentagdo complexa.

A deteccdo colorimétrica também pode ser realizada a partir da mistura de reagentes
que originam um reagente combinado, o qual promove maior detectabilidade do analito
a partir da mistura de ambos para formacao de um composto colorido. Um exemplo
classico ¢ a formacdo do azul de molibdénio, utilizado na determinacao de fosfato
(RILEY e MURPHY, 1962). Portanto, quando associada a fotodiodos de dimensdes
reduzidas, a detec¢do colorimétrica torna-se altamente eficiente para a detec¢do de
diversos analitos, uma vez que os fotometros utilizados permitem medicdes em diferentes

comprimentos de onda, caracterizando-se como dispositivos versateis.

A quantificagdo de solutos em amostras pode ser realizada com base na lei de
Lambert-Beer, desde que dentro da faixa linear da curva analitica. Na espectrofotometria,
quando uma fonte de luz de intensidade inicial / incide sobre uma solug¢do que absorve
radiagdo, a intensidade da luz transmitida é reduzida para /. A transmitincia (7) descreve
a capacidade de um material de permitir a passagem da luz, sem absor¢ado significativa, a

qual ¢ dada pela equacéo (1):
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T==,(1)
Io

Por outro lado, a absorbancia representa a capacidade de um material de absorver
radiacdo luminosa e possui relagdo logaritmica inversa com a transmitancia, mostrada

pela equagao (2):
A= —logT , (2)

A combinagdao das equagdes 1 e 2 fornecem uma equacgdo linear (equagao 3),

conhecida como equagdo de Lambert-Beer:
A= —logi =ecl, (3)
Io

Onde Iy e I representam a intensidade da luz incidente e transmitida, respectivamente;
g ¢ a absortividade molar da espécie; ¢, sua concentragdo molar (mol L); e /, o caminho

optico da célula, o qual ¢ tipicamente de 1 cm (POH, et al., 2021).

Sensores colorimétricos podem ser utilizados para medigdes de diferentes fenomenos
envolvendo a luz, como absorbancia, transmitancia, reflectancia ou fluorescéncia. O sinal
analitico observado ¢ baseado na quantidade de luz detectada pelo sensor. Desse modo, o
sinal analitico ¢ diretamente proporcional a quantidade de luz disponivel. O arranjo entre
o emissor de luz e o detector, assim como obstaculos entre o feixe luminoso e o detector

influenciam diretamente qual dos fendmenos sera mais pronunciado.

Neste trabalho, o sensor colorimétrico AS7341 utilizado integra o LED e o fotodiodo
em um unico dispositivo. Ademais, € utilizado uma célula fabricada por impressao 3D, a
qual contém agua ultrapura no seu interior. Essa configuracao intensifica o fendmeno da
reflectancia, a medida que a luz ¢ detectada apos ser refletida pelo interior da célula de
analise. Desse modo, foi utilizado um filamento branco para promover maior reflexdo da
luz incidente. Além disso, parte do feixe luminoso ¢ difundido pela solugdo e refletido em
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multiplas dire¢des. Portanto, a deteccao do sensor utilizado ¢ fundamentada no fendmeno
da reflectancia difusa, na qual parte da radiacao incidente ¢ absorvida pela solucao e outra
parte ¢ refletida em multiplas dire¢des pelo material. Entretanto, visando a normalizacao
dos resultados em curvas de calibragdo, como habitualmente descrito na literatura,

utilizou-se o célculo de absorbancia conforme definido pela equacao (3).

1.2 Impressao 3D

Novas tecnologias, com destaque para impressdao 3D, tém exercido um impacto
significativo em diversos campos da ciéncia e tecnologia, incluindo a quimica. Tema de
grande relevancia em diversas areas como na industria farmacéutica, bioquimica,
educacado, sinteses organicas e quimica analitica (NESTERENKO, 2020), a impressao 3D
¢ cada vez mais utilizada para facilitar trabalhos de pesquisa ¢ melhorar a qualidade de
vida das pessoas. Esse conjunto de tecnologias, também conhecida como manufatura
aditiva, ¢ baseada na produg¢do de estruturas fisicas tridimensionais a partir de arquivos
digitais, pela deposi¢do em camadas de materiais como filamentos poliméricos, metais
ou ceramicas (JADHAV, A; JADHAYV, V, 2022). Seu uso estd associado com a
possibilidade de produgdo de dispositivos com geometrias complexas de forma simples,

precisa e reprodutivel.

Existem inumeras técnicas de manufatura aditiva, sendo a mais acessivel delas a
modelagem por deposi¢do fundida (FDM, do inglés, Fused Deposition Modeling). Essa
técnica baseia-se na utilizagdo de um filamento termopléstico, geralmente, acido
polilatico (PLA), um polimero biodegradéavel, ou o acrilonitrila butadieno estireno (ABS)
(RICHTER et al., 2019). Quando aquecido a temperatura apropriada, o filamento funde-
se e ¢ depositado camada por camada sobre o substrato, até a formacdo do objeto

tridimensional. A impressdo 3D se tornou parte fundamental em diversos estudos, sendo
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responsavel pela aplicagcdo crescente de sistemas portateis de analise que possibilitem
rapida tomada de decisdo em analises clinicas ou ambientais (VILA et al., 2016).
Estruturas integradas, contendo todo o sistema de detec¢gdo em um pequeno
compartimento obtido por impressao 3D, viabilizam analises in situ, aliadas a um baixo
consumo de reagentes. Sendo assim, a impressdao 3D ¢ uma tecnologia que contribuiu

para o desenvolvimento de instrumentos portateis de analise (NESTERENKO, 2020).

A quimica analitica representa 51% dos trabalhos com aplicagdo da tecnologia de
impressao 3D em publicacdes cientificas. Esse nimero pode chegar a 80% quando se
consideram areas correlatas, como bioensaios, reatores de amplificacdo por cadeia de
polimerase (PCR) e triagem de medicamentos na quimica farmacéutica, que também se
enquadram no escopo da quimica analitica (NESTERENKO, 2020). Visto isso, o uso das
facilidades da tecnologia de impressdo 3D ¢ essencial no desenvolvimento de
instrumentos analiticos para analise in situ, possibilitando a criacdo de suportes capazes

de compactar todo o método de analise em um unico dispositivo.

1.3 Analise por Injecao em Batelada (BIA)

Andlise por injecao em batelada (BIA, do inglés “Batch Injection Analysis”) € um
sistema portatil de andlise reportado pela primeira vez na literatura em 1991 (WANG e
TAHA, 1991). Os resultados obtidos com sistemas BIA sao conceitualmente semelhantes
aos da analise por inje¢ao em fluxo (FIA), porém, geralmente uma micropipeta eletronica
alimentada por bateria ¢ utilizada para controlar com precisdo a velocidade e o volume
de inje¢do. A BIA foi proposta para superar algumas desvantagens da FIA, como o
consumo continuo de reagentes, a necessidade de reconfiguracgao fisica do sistema para
diferentes metodologias, a falta de portabilidade e a formagdo acidental de bolhas em

tubulagdes que podem causar flutuagdes no sinal analitico, interferéncias na detecgdo,
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descontinuidade no fluxo do reagente ou amostra e comprometimento da
reprodutibilidade do sistema FIA (MESQUITA e RANGEL, 2009). Desde seu primeiro
relato na literatura associado a deteccao eletroquimica (WANG e TAHA, 1991), os
sistemas BIA, integrados a sensores eletroquimicos, tornaram-se a abordagem de BIA
mais utilizada, nos quais pode-se relatar a determinacao de metais (TORMIN et al., 2015),
antioxidantes (OLIVEIRA et al., 2016), pesticidas (SANTOS; INFANTE; MASINI,

2010) e ingredientes ativos de farmacos (ROCHA et al., 2018).

Comparado a dispositivos portateis para detecgdes amperométricas in situ (CRUZ et
al., 2014), os fotodiodos de tamanho reduzido possuem vantagens na medida em que
possibilitam a quantificagdo de forma ndo invasiva, sem o contato direto com a amostra
e sem perder a integridade da analise. Ademais, os sensores Opticos sao menos suscetiveis
a contaminacdo e aos processos de passivacdo, fatores que representam grandes

limitagdes para os sensores eletroquimicos sélidos (VILA et al., 2016).

Até onde sabemos, a detec¢do espectrofotométrica em sistemas BIA foi demonstrada
apenas uma vez (WANG e ANGNES, 1993). Neste modelo, as medidas foram realizadas
em um espectrofotometro modificado, no qual o compartimento de amostra foi
transformado em um grande reservatorio contendo a solugdo do branco. O grande fator
de dilui¢do associado ao arranjo de feixe duplo utilizado possibilitou uma alta frequéncia
analitica sem efeito de memoria observavel. Em contrapartida, tal sistema possuia
limitagdes quanto a portabilidade, sendo necessario seu uso dentro do laboratorio. Nesse
contexto, considerando as vantagens dos dispositivos portateis de andlise, sistemas
alternativos aos métodos tradicionais tém surgido como uma estratégia promissora para a
associacdo de técnicas analiticas abordadas na literatura, visando quantificacdes com

exatiddo e precisao.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho, propde-se o desenvolvimento de um método portatil de anélise, de
facil utilizagdo e adequado para analises in situ. Para isso, estudos foram realizados
visando a combinag¢do de um sensor Optico e um dispositivo de processamento e registro
de sinal, além de suportes fabricados por impressao 3D. O objetivo € propor uma
alternativa aos métodos analiticos convencionais por meio de um sistema BIA acoplado
a detecgdo espectrofotométrica, demonstrado para a quantificacao de fosfato em amostras

de 4gua.

Para atingir os objetivos propostos, diversos parametros analiticos, como velocidade
e volume de injecdo, distdncia entre o ponto de inje¢do e o sensor Optico (tanto
verticalmente quanto horizontalmente), modo de operagdo da bomba peristaltica e
estrutura da célula BIA foram otimizados, com o objetivo de alcancar pardmetros

analiticos comparaveis aos de um espectrofotometro comercial.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Solucdes e reagentes

Todos os reagentes utilizados neste estudo sdo de pureza analitica e foram preparados
por diluicdo em agua ultrapura de resistividade > 18,2 MQ.cm (sistema Milli-Q Direct-
Q3, Millipore, MA, EUA). Foram utilizados como reagentes acido sulfurico (95%,
Dinamica Quimica, Uberlandia), molibdato de aménio (98%, VETEC QUIMICA, Rio de
Janeiro), tartarato de antimonio e potassio (99%, Lafan, Varzea Paulista, SP) e 4cido
ascorbico (99%, Exodo Cientifica, Sumaré, SP). Solugdes estoque de acido sulfurico,
Molibdato de amonio, tartarato de antimonio e potdssio e acido ascorbico foram
preparadas diluindo-se as quantidades apropriadas dos reagentes em agua ultrapura. A
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solugdo estoque de azul de metileno (100 pmol L) foi preparada ao solubilizar a
quantidade requerida do padrao em agua ultrapura. Solugdes padrao de azul de metileno
foram preparadas por meio da diluicdo da solucdao estoque em agua ultrapura a fim de

realizar testes iniciais de reprodutibilidade.

A determinacdo de fosfato foi realizada conforme o procedimento descrito no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (SM), 4500-P E.,
publicado pela APHA. A solugdo estoque de acido sulfurico foi preparada dissolvendo 70
mL de acido sulftrico concentrado em 500 mL de dgua ultrapura. Em um béquer foram
dissolvidos 0,2743 g de tartarato de antimonio e potassio em 100 mL de agua e
transferidos para um baldo volumétrico. A solugdo de molibdato de amdnio foi preparada
dissolvendo 4,0 g do reagente em 100 mL de agua. A solugdo estoque de acido ascorbico
foi preparada dissolvendo 1,76 g de acido ascorbico em 100 mL de 4gua ultrapura. A
solugdo estoque de fosfato foi preparada dissolvendo 0,10975 g de KHoPO4 em 500 mL

de 4gua ultrapura.

As trés amostras de dgua analisadas no presente trabalho foram coletadas no Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia, no rio Uberabinha e no parque do
Sabia. Considerando que a exatiddo do método pode ser verificada por meio de estudos
de adigdo e recuperagao, a determinagdo de fosfato nas amostras de agua foi realizada
antes e apos adicao de concentracdes conhecidas de fosfato nas amostras analisadas. A
quantidade de fosfato foi determinada pelo método de calibracdao externa, por meio da

equagao linear obtida a partir da curva analitica.

No método de deteccao colorimétrica de fosfato, o fosfato reage com o molibdato de
amonio em meio acido, numa reagao catalisada pelo tartarato de antimdnio e potassio, na

qual ¢ formado o fosfomolibdato de amoénio, um complexo amarelo (equagao [4]). O
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acido ascorbico atua como um agente redutor, reduzindo o Mo(V1) para Mo(V), formando

o azul de molibdénio (equacio [5]) (NAGUL et al., 2015).
PO4*" + 12M004> + 27H" — H3PO4(M0O3)12 + 12H,0 (4)
H3PMo(VI1)12040 + Redutor — [HaPMo(VI)sMo(V)4040]** (Azul de molibdénio) (5)

3.2. Instrumentacio

A Figura 1 mostra uma imagem do sistema completo de analise produzido via

impressao 3D proposto neste estudo.

Figura 1. Fotografia do sistema BIA completo e compacto com deteccdo colorimétrica
proposto neste estudo. (A) Pipeta eletronica (Eppendorf Multipette® E3); (B) Célula BIA
com sensor colorimétrico acoplado; (C) Microcontrolador Arduino Uno; (D) Minibomba
peristaltica de 12 V; (E) Fonte de 12V Lacerda UPS-30; (F) Botao para desligamento e

acionamento da bomba peristéltica; (G) Suporte para o sistema de analise; (H) Notebook.

O sensor colorimétrico (Figura 2) usado nos estudos possui 8 canais para
medi¢oes dos comprimentos de onda de 415 nm a 680 nm, além dos canais infravermelho

proximo e Clear, canal utilizado para detec¢do de luz branca. Dois fotodiodos sdo
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utilizados para medi¢do do mesmo comprimento de onda em posi¢des opostas, de modo
a compensar possiveis desvios da luz. A média dos valores detectados por ambos os
fotodiodos permite corrigir essas variagoes, resultando em uma estimativa mais precisa

da intensidade luminosa detectada.

Para detec¢@o do corante modelo azul de metileno (AM) (AaBsmax = 665nm) e do
azul de molibdénio (AaBsmax = 880nm), foi utilizado o canal de detec¢ao em 630nm. Essa
escolha se baseou na auséncia de diferengas significativas de sensibilidade e linearidade
em relacdo ao canal de 680 nm, além da obtencao de resultados satisfatorios com o canal

de 630 nm.

Figura 2. Sensor colorimétrico AS7341 utilizado como detector para medigdes

colorimétricas, ao lado dos comprimentos de onda (canais) disponibilizados.

F1:415 nm
F2: 445 nm
F3: 480 nm
F4: 515 nm
F5: 555 nm
F6: 580 nm
F7: 630 nm
F8: 680 nm
Near IR Clear

O programa Arduino Integrated Development Environment (Ard-IDE) foi
utilizado para desenvolver e compilar o firmware, exibir os valores brutos recebidos e
realizar a devida organizagao sistematica de cada sinal fornecido. Os dados experimentais
foram tratados utilizando o software Origin Pro 2018. As andlises usando os métodos
espectrofotométricos de referéncia (FEMTO 600S) foram realizadas utilizando os
equipamentos do laboratorio de analise instrumental do Instituto de Quimica da

Universidade Federal de Uberlandia (Smart — IQUFU), sendo utilizado o comprimento
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de onda 630nm para medi¢do do AM, assim como no sensor colorimétrico, e 880 nm para

medig¢do do azul de molibdénio, comprimento de onda estabelecido pelo SM.

3.3. Construcio da célula BIA com deteccio colorimétrica

A estrutura da célula BIA foi modelada utilizando o software Autodesk Inventor
(Figura 3), sendo posteriormente exportada e produzida por impressdo 3D. Nesse
processo, utilizou-se a FDM, empregando o filamento ABS e impressora modelo
GTMax3D Core A2v2. A Figura 4 mostra a célula BIA impressa com capacidade interna

por volta de 100 mL.

Figura 3. (A) Corte transversal de uma célula BIA impressa em 3D, evidenciando a janela
de vidro, o ponto de injecdo e o canal interno; (B) Vista superior da célula BIA com o

canal interno posicionado no interior da célula.

(B)

Ponto de injegédo

(A)

Canal interno

Janela de
vidro

Fotodiodo
AS7341

Ponto de conexao da
bomba peristaltica

Figura 4. Imagem lateral da célula BIA, com o canal interno posicionado e a janela de
vidro contendo o espago destinado ao acoplamento do sensor colorimétrico AS7341.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudos de otimizacao da célula BIA com o corante azul de metileno

Na versdo inicial da célula BIA, impressa em 3D e projetada para deteccdo
colorimétrica, o sensor colorimétrico AS7341 foi posicionado na parte inferior da célula.
A célula foi fabricada com um filamento ABS branco a fim de promover maior reflexdo
da luz incidente. Essa estrutura foi adotada visando reproduzir células eletroquimicas ja
relatadas na literatura e utilizadas no Nucleo de Pesquisa em Eletroanalitica (NuPE), as
quais possuem o eletrodo de trabalho na parte inferior da célula, juntamente com espago
projetado para a barra magnética usada na agitacdo magnética. Na avaliagdo do
desempenho desta versdo da célula BIA, foram realizados testes com injecdes em
triplicata de solucdes contendo concentragdes crescentes de azul de metileno (AM),
utilizado como corante modelo (Figura 5). No entanto, o posicionamento do sensor
colorimétrico na parte inferior da célula BIA tornou a quantidade de luz refletida muito
pequena, conforme pode ser visto na Figura 5. Além disso, o sinal da linha base, nestas

condi¢des, ndo se manteve constante.

Ademais, devido ao posicionamento do sensor na parte inferior da célula, o espaco
para a agitacdo magnética nao era centralizado, o que impedia a homogeneizacao rapida
e completa das aliquotas de solugdes injetadas na célula BIA. Assim, parte da luz era
absorvida pela solugdo de AM, e, consequentemente, uma quantidade menor era refletida.

Portanto, esta versdao de célula BIA ndo se mostrou viavel.

Figura 5. Biagrama obtido com a célula BIA com detecdo colorimétrica (AS7341
posicionado na parte inferior da célula — janela de vidro) para injecdes em triplicata de
solugdes contendo concentragdes crescentes de AM (0,7 — 38,0 pmol L!). Volume de
injegdo: 150 pL; Velocidade de injecdo: 33 uL s!; A de deteccdo: 630 nm.
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Em funcdo do mau funcionamento da célula BIA com o sensor colorimétrico
posicionado na parte inferior da célula, um novo modelo da célula BIA foi produzido.
Nesta célula, o sensor foi posicionado na parede lateral, de modo que a agitacdo
magnética centralizada fosse possivel. Esse modelo foi desenvolvido com o objetivo de
aprimorar o desempenho da agitacdo magnética na remog¢ao da zona da amostra — apos
sua difusdo na solugdo — da regido de deteccdo. Entretanto, neste formato, a agitagdo
magnética também ndo se mostrou eficiente, visto que a remoc¢ao do AM ap6s a realizacao
das injecdes ndo era eficiente. Isso ocorreu, possivelmente, devido a distancia da agitagdo

magnética da regido de deteccdo, fator que prejudicou a retirada da zona de amostra.

Em seguida, uma nova célula foi projetada com orificios na tampa superior,
permitindo a conexdo de tubos a uma minibomba peristaltica responsavel por aspirar a
solucdo e, assim, acelerar a remocao do AM injetado da regido de deteccao do sensor. Tal
arranjo foi avaliado com o objetivo de substituir a agitagdo magnética previamente
utilizada sem sucesso. Diferentes velocidades de aspiragdo foram testadas com a
minibomba peristaltica por meio da aplicagdo de diferentes potenciais: 7,5V, 8,4 Ve 12,0

V. A Figura 6 mostra a variagdo da velocidade de aspiracdo da minibomba peristaltica

30



em funcao dos potenciais aplicados. Conforme pode ser observado, o potencial e a vazao

da minibomba peristaltica sao diretamente proporcionais.

Figura 6. Avaliacdo da velocidade de aspira¢do da minibomba peristaltica em fung¢do do

potencial aplicado.
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A aplicagdo de 12,0 V na minibomba peristaltica, como esperado, aumentou a
velocidade de aspirag@o, o que acelerou a estabilizagdo da linha de base, embora ainda de

forma insatisfatoria (Figura 7).

Figura 7. (A) Biagrama obtido utilizando a minibomba peristaltica com a aplicag¢do de
8,4 V (150 uL s); (B) Biagrama obtido pelo uso da minibomba peristaltica com a
aplicagdo de 12,0 V (200 pL s). Volume de injecdo: 150 pL; Velocidade de inje¢do: 33

pL s'; A de detecgdo: 630 nm.
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O aumento do sinal analitico entre cada triplicata de inje¢des ocorre devido a
retirada da pipeta eletronica do ponto de injecdo, o que aumenta a quantidade de luz
disponivel ao sensor colorimétrico. Visando a portabilidade do método, a introdugdo da
fonte de 12,0 V para controle da minibomba peristaltica mostrou-se eficiente para anélises
in situ, uma vez que seu tempo de funcionamento nas condi¢des avaliadas é de 5 horas.
Com a introdu¢do da minibomba para aspiracdo da solucdo, investigou-se também seu
modo de uso com o objetivo de maximizar os valores de reflectancia. Para isso, foram
obtidos dois biagramas diferentes, nos quais a aspira¢do da minibomba ocorreu de forma
continua ou alternada (desligamento da bomba alguns segundos antes da injecdo e seu
religamento apds a inje¢do), visando uma rapida estabilizagdo da linha de base, como

mostrado na Figura 8.

Figura 8. Comparagdo dos biagramas obtidos utilizando a minibomba peristaltica com
aspiragdo continua (A) e aspiragdo alternada (B). Volume de inje¢do: 100 pL; Velocidade

de injecdo: 33 pL s'; A de detecgdo: 630 nm.

32

700



64000

@) 1 ®
63500

620004
63000
62500

62000 4

Sinal Analitico
Sinal Analitico

61500 4

61000 4

60500

0 100 200 300 400 500 G600 700 800 0 200 400 600 800 1000

Tempo /s Tempo /s

Verificou-se que ao desligar a aspiragdo segundos antes de cada inje¢ao (Figura
8B) foram obtidos maiores sinais analiticos, além de maior repetibilidade. Isso ocorre
porque no caso da aspira¢do continua, antes de todo o volume ser injetado, parte ¢
rapidamente removido pela minibomba peristaltica da zona de detecc¢do, o que diminui o
tamanho do pico observado e, portanto, o valor do sinal detectado. Em contrapartida, com
a aspiragdo alternada, a zona de amostra permanece na regido de deteccdo até o
acionamento da aspiracdo novamente entre cada injecdo, o que aumenta o sinal analitico.
Um video demonstrativo do funcionamento do sistema com a minibomba realizando a
aspiracao alternada da solucao é disponibilizado a seguir:

https://youtu.be/sAUkvwVM3gM. Os valores dos pardmetros analiticos obtidos pelos

dois modos de uso da minibomba peristaltica, como intercepto e os coeficientes angular
(sensibilidade do método) e de determinacdo (R?) fornecidos por curvas de calibragdo sio

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Comparacgao dos parametros analiticos obtidos utilizando aspiracao continua e
alternada da minibomba peristaltica.

Parametros analiticos Aspirac¢io continua Aspiracao alternada
R? 0,867 0,995
Coeficiente angular 0,00063 + 0,00012 0,00815 £+ 0,00030

Coeficiente linear (intercepto) 0,00019 + 0,00014 0,00262 £+ 0,00044

Faixa de trabalho* / pmol L™! 0,1 -10,0 0,1-10,0

*Faixa de trabalho avaliada
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Ao analisar os dados da Tabela 1, percebe-se um grande aumento da linearidade com
o uso da aspiracdo alternada da bomba peristéltica, além de maior sensibilidade, sendo

este modo de uso mantido para os estudos posteriores.

Em seguida, foram otimizados alguns parametros experimentais a fim de maximizar
a resposta em reflectancia do método. O primeiro parametro otimizado foi a distdncia
vertical da ponteira da pipeta eletronica em relagdo ao sensor colorimétrico por meio do
uso de anéis de diferentes espessuras. Inicialmente, a ponta da ponteira encontrava-se em
frente ao sensor colorimétrico. A Figura 9 mostra uma imagem dos anéis impressos em

3D e a Figura 10 a forma como estes anéis foram usados neste estudo.

Figura 9. Anéis de diferentes espessuras utilizados para testar o efeito da distancia (1,3
mm — 7,5 mm) do ponto de inje¢do até o sensor colorimétrico na sensibilidade da

reflectancia medida na célula BIA.

Figura 10. Representacdo de como foi realizado o estudo de otimizacdo da distancia
vertical do ponto de injecao em relacdo ao sensor para o anel de menor espessura (A:

1,3mm) e o anel de maior espessura (B: 7,5mm).
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Diferentes curvas de calibragdo foram obtidas, as quais foram comparadas de modo a

selecionar a distancia que forneceu maior sensibilidade nas curvas analiticas (Tabela 2).

Tabela 2. Comparacgdo de pardmetros analiticos obtidos em diferentes distancias entre o

ponto de inje¢do e o sensor colorimétrico.

Parametro analitico 5,5 mm 7,5 mm 9,0 mm*
R? 0,972 0,999 0,977
Coeficiente angular 0,00283 +0,00028  0,00352 £+ 0,00009  0,00083 + 0,00006
Coeficiente linear 0,00239 +£0,00174 -0,00033 + 0,00082  0,00075 + 0,00045
Faixa de trabalho** / umol L™! 1,0 -38.,0 1,0-15,0 1,0 -25,0

*Distancias diferentes das espessuras dos anéis foram medidas com o uso de um paquimetro; **Faixa de
trabalho avaliada

A distancia vertical de 7,5 mm do ponto de inje¢do ao sensor forneceu maiores
valores de reflectincia, sensibilidade e linearidade. Isso ocorreu porque para distancias
verticais muito baixas, o volume injetado passa rapidamente pelo fotodiodo, de forma que
nao ¢ detectado adequadamente. Enquanto isso, para distdncias verticais muito altas,
ocorre uma maior difusdo axial e radial da solucdo antes de ser detectada pelo fotodiodo,
diminuindo a sensibilidade do método. Sendo assim, distancias intermediarias, como 7,5
mm, passam pelo detector em uma velocidade que promove melhor detec¢do e sem sofrer
dispersdes significativas, sendo essa distancia escolhida para a realizagdo dos demais

testes.

Ademais, ainda foram observadas dificuldades na reprodutibilidade dos
resultados, atribuidas a variagdo horizontal no posicionamento da pipeta eletronica,
influenciada pela posicdo da tampa da célula BIA. Desse modo, pequenas variagdes na

posicao da tampa da célula resultavam em diferentes respostas de reflectancia. Devido a
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isso, foi produzido, por meio de impressao 3D, um canal que diminuia o espago para

dispersao/diluicao das solugdes na regido do caminho 6tico.

No estudo da influéncia deste parametro, um novo modelo da célula BIA foi
impresso com a possibilidade de acoplar canais com diferentes larguras de caminho
optico junto ao sensor colorimétrico. Trés larguras distintas foram testadas (Figura 11)
para avaliar a influéncia desse pardmetro no sinal analitico. Os resultados de reflectancia
em fung¢do da largura do canal estdo apresentados na Figura 12. A fixacdo dessa largura
de caminho 6ptico também contribuiu para reduzir a dilui¢ao da amostra, concentrando-

a na regido de detec¢@o e aumentando o sinal analitico.

Inicialmente, o canal foi produzido para definir o caminho 6ptico apenas em frente
ao sensor, sem contato com o fundo da célula BIA. Em seguida, foram realizados ajustes
para que o canal tocasse o fundo da célula, o que resultou em um aumento do sinal
analitico, atribuido a reducao do fator de dilui¢ao. Por fim, um orificio foi adicionado na
extremidade do canal para permitir a conexao de um tubo e a aspiragdo da amostra pela
bomba peristaltica, possibilitando a remoc¢do mais répida da zona de deteccdo e

promovendo maior estabilidade da linha de base ap6s cada injec¢ao.

Figura 11. Pecas de diferentes larguras (8 mm, 10 mm e 19 mm) utilizadas para otimizar

a distancia horizontal (caminho 6tico) do ponto de injecdo ao sensor colorimétrico.

8mm

10mm

19mm
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Figura 12. Resultados obtidos na otimizagdo da largura do canal em frente ao sensor
colorimétrico, com valores de reflectancia obtidos pela média de injegdes em triplicata de
10 umol L' de AM. Volume de injegdo: 150 pL; Velocidade de injecdo: 33 puL s7!; A de

detecgao: 630 nm.
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O canal de menor largura, com 8§ mm, apresentou os maiores sinais de reflectancia,
sendo selecionado para etapas subsequentes de otimizacao. Esse resultado deve-se ao fato
de que larguras menores reduzem o fator de dilui¢ao, permitindo maior concentragdo da
amostra na zona de detec¢do e, consequentemente, um sinal mais intenso detectado pelo
sensor colorimétrico. Em seguida, foram realizados testes para investigar a influéncia da
velocidade de injecdo no sinal analitico. A Figura 13 apresenta os valores de reflectancia

obtidos em fungao das diferentes velocidades de injecao testadas.

Figura 13. Otimizagdo da velocidade de injecdo: valores de reflectancia obtidos pela
média de injecdes em triplicata de 10 umol L' de AM, em diferentes velocidades de
injecdo da pipeta eletronica (17uL s — 333uL s'). Volume de inje¢do: 100 uL; A de

detec¢ao: 630 nm.
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Com base na otimizagdo realizada, verificou-se que a velocidade de injecdo de
33uL/s proporcionou os maiores valores de reflectancia, aliada a um desvio relativamente
baixo, o que justificou sua escolha para os testes subsequentes. Isso ocorreu pois, para
velocidades muito baixas de injecdo, como 17uL s™!, prevalece a difusdo axial e radial da
solucdo antes de ser detectada pelo fotodiodo, comprometendo a intensidade do sinal. A
difusdo axial € o processo de dispersao vertical da solucao, enquanto a difusado radial € o
processo de dispersdo lateral da solugdo. Em contrapartida, velocidades mais altas
reduzem o tempo de passagem da amostra pela zona de detec¢do, dificultando a captagao
adequada do sinal. Desse modo, a velocidade de injecdo de 33uL s promoveu uma
deteccao mais eficiente, com menor dispersdo da amostra e, consequentemente, maior
reflectancia. Em seguida, investigou-se a influéncia do volume injetado no sinal detectado
pelo sensor. Os valores de reflectancia em funcao do volume de injecdo sdo exibidos na

Figura 14.
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Figura 14. Otimizacdo do volume de injecdo: valores de reflectancia obtidos pela média
de injecdes em triplicata de 10 pmol L' de AM, com volumes de injecdo variando entre

50uL e 200pL. Velocidade de injecdo: 33 uL s™!; A de deteccdo: 630 nm.
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Por meio da andlise dos dados da Figura 14, o volume de 150pL foi inicialmente
selecionado por apresentar alto valor de reflectancia e baixo desvio padrao. No entanto,
esse valor foi posteriormente modificado para 100uL, devido a ocorréncia de picos duplos
observados em volumes maiores, como 150uL e 200uL. Estes picos duplos foram
atribuidos a efeitos difusionais, que causam um gradiente de concentragdo durante a
deteccao, e, para volumes muito grandes, a fragmentagdo da zona de amostra. Assim, um
novo biagrama foi obtido (Figura 15) com o corante modelo AM, ja com os parametros

otimizados.

Figura 15. Biagrama obtido pela injecao sequencial de concentragdes crescentes de AM
(0,3umol L' — 10pumol L) com distancia vertical de injecdo de 7,5mm, velocidade de

injecdo de 33uL s! e volume de injegdo 100uL.
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Em comparagdo com a Figura 5, o biagrama apresenta melhoras significativas na
manuten¢do da linha de base, assim como no sinal analitico para cada concentracao, tendo
em vista as otimizagodes realizadas na estrutura da célula BIA e nos parametros de analise.
A partir do biagrama apresentado na Figura 15, elaborou-se a curva de calibragdo
correspondente (Figura 16), com o intuito de verificar a sensibilidade e a linearidade da
curva analitica. A curva de calibragdo ¢ dada em reflectancia, fendmeno presente na célula
utilizada neste trabalho. Os valores de reflectancia foram obtidos apds tratamento
matematico, utilizando a equacido (3), das intensidades de luz incidente e de luz
transmitida de cada injecdo, sendo estas fornecidas pelo sinal analitico detectado pelo
sensor colorimétrico. Desse modo, foi calculada a média dos valores de reflectancia de

cada triplicata para obtenc¢do da reflectancia de cada concentracao.
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Figura 16. Curva de calibracdo obtida a partir de dados obtidos do biagrama da Figura

15.
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A partir da Figura 16, conclui-se que foi obtida linearidade satisfatoria para a faixa linear
analisada (0,1 — 10,0 umol L), além de baixo desvio padrio para as concentragdes de

AM dentro da faixa linear.

4.2. Estudos de otimiza¢io para quantificacdo de fosfato

Ap0s os testes iniciais utilizando o analito modelo AM, os pardmetros otimizados
foram utilizados e avaliados para determinacao de fosfato, a partir da reacao de formagao
do azul de molibdénio (MURPHY e RILEY, 1962). Neste estudo, a reacao foi realizada
externamente e posteriormente o azul de molibdénio foi adicionado por meio do uso de
uma pipeta eletronica na célula BIA contendo 100 mL de 4gua ultrapura. Desse modo,
foram realizados testes de proporcionalidade com o fosfato para verificagdo de sua faixa

linear. Para isso, foram obtidos biagramas com concentragcdes crescentes de fosfato
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(Figura 17), assim como curvas de calibragdo referentes aos biagramas para verificagao

dos parametros analiticos (Figura 18).

Figura 17. Biagrama obtido pela injecdo sequencial de concentracdes crescentes de

fosfato (0,15 mg L' — 2,5 mg L. Volume de inje¢do: 100 uL; Velocidade de injecdo: 33

pL s'; A de detecgdo: 630 nm.
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Figura 18. Curva de calibracdo obtida a partir de dados obtidos do biagrama da Figura

17.
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Durante os primeiros testes, obteve-se a faixa linear de 0,1 —2,0 mg L' de fosfato.
No entanto, pelo biagrama mostrado na Figura 17, € possivel verificar que a linha de base
do sinal analitico ndo se manteve estavel como observado no ultimo teste com o AM,
indicando efeito de memoria. Desse modo, visando minimizar a deriva da linha de base,
foi adicionado um béquer externo com agua ultrapura para renovacao da solug¢do de agua
ultrapura usando outra bomba peristaltica (Figura 19). Em compara¢do com a estrutura
previamente utilizada, essa alteracdo evita a recirculacao de parte da solugao colorida para
o interior da célula BIA, direcionando-a completamente para fora da célula. A Figura 20
mostra a visdo superior da nova estrutura do sistema, agora com duas minibombas

peristalticas.

Figura 19. Sistema de andlise utilizando duas minibombas peristalticas e um béquer
externo para renovagdo da solucdo no interior da célula BIA. (A) Béquer com agua
ultrapura; (B) Bomba peristaltica para aspiragdo da solugdo para fora da célula BIA; (C)
Célula BIA; (D) Microcontrolador Arduino Uno; (E) Bomba peristaltica para renovagao
da solucdo para dentro da célula BIA; (F) Botao para acionamento e desligamento da

aspira¢do; (G) Suporte para o sistema de analise.
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Figura 20. Visdao superior do sistema de andlise utilizando um béquer externo para
renovacdo da solucdo. Nos tubos ocorre (A) aspiragdo da solugdo que absorveu a
coloragdo, (B) aspiracdo de nova solucdo de agua ultrapura pela segunda bomba

peristaltica, (C) renovacao da solucao pela segunda bomba de volta para a célula BIA.

Para evitar a deriva da linha de base, uma modificagdao adicional implementada
foi pintar a ponta da ponteira utilizada para as injegdes com esmalte, visto que, devido ao
grande numero de analises, houve impregnagdo da coloragdo do azul de molibdénio na
ponteira, o que resultou na diminui¢do do sinal analitico. Foram testados esmaltes de
cores preto e branco (Figura 21A). Isso foi necessario porque, na distancia vertical
utilizada entre o ponto de injecdo e o sensor, parte da coloracdo presente na ponteira era
detectada pelo sensor, como mostrado na Figura 21B. Logo, para solu¢des mais
concentradas de fosfato, de coloracdo mais intensa, a linha de base era desestabilizada
antes da realizacdo da injecdo. Nesse sentido, o uso da ponteira preta manteve a linha de
base semelhante independente da concentragdo injetada, reduzindo interferéncias na
analise, enquanto a ponteira branca sofreu alteragdes ao longo do tempo, sendo descartado

S€u uso.
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Figura 21. (A) Ponteiras pintadas com esmalte preto e branco para investigacao da
influéncia da solugdo na ponteira antes da injecao. (B) Fotografia da célula BIA para

evidenciar a influéncia da cor da ponteira em frente ao sensor.

Com a modifica¢do na estrutura do sistema de analise, foi obtido um biagrama
para quantificacao de fosfato (Figura 22), no qual se verificou uma pequena melhora na
estabilidade da linha de base. Uma curva de calibracdo (Figura 23) para fosfato foi obtida
a partir de dados da Figura 22, na qual foi observada 6tima linearidade na faixa de 0,15mg

L' 1,5mg L

Figura 22. Biagrama obtido pela injecdo sequencial de concentracdes crescentes de
fosfato (0,15mg L' — 1,5mg L!). Volume de injec¢do: 100 uL; Velocidade de injecio: 33

pL s'; A de detecgdo: 630 nm.
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Figura 23. Curva de calibragdo obtida a partir de dados do biagrama da Figura 22.

0,012
Slope: 0,00734 = 0,00008
: +
0,010 - Inztercept. 0,00001 + 0,00001 ;
R?:0,99945

00 02 04 06 08 10 12 14 16
Concentra¢io PO,/ mg L-!

Os parametros analiticos obtidos com o sistema portatil proposto foram comparados
aos obtidos com um espectrofotometro comercial (Tabela 3).

Tabela 3. Comparagdo dos parametros analiticos da célula BIA com detecgdo

colorimétrica e um espectrofotometro comercial para determinagao de fosfato.

Meétodo LOD (mgL') LOQ (mgL"') Faixa linear R?
(mg L)
Célula BIA 0,03 0,11 0,15-1,5 0,999
Espectrofotometro 0,04 0,14 0,15-1,0 0,998

Os parametros analiticos da célula BIA com detec¢ao colorimétrica foram
semelhantes aos obtidos com o espectrofotometro comercial, o que evidencia a
consisténcia do desempenho do método proposto frente a uma técnica consagrada. Tanto
os limites de deteccao (LOD) e de quantificagdo (LOQ) foram calculados de acordo com
defini¢des da [UPAC (MOCAK et al., 1997). O método proposto permitiu a obtencao de
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boa frequéncia analitica (110 inje¢des h™!). Adicionalmente, foram realizados testes com
solucdes padrdes de fosfato para avaliar a presencga do efeito de memoria (Figura 24). A
Figura 25 mostra uma comparagao entre as equagoes de reta obtidas a partir do biagrama

da Figura 24.

Figura 24. Biagrama obtido pela injecdo sequencial de solugdes de fosfato em

concentragdes crescentes e decrescentes, para avaliar o efeito de memoria do sistema.
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A partir da Figura 24, ¢ observado efeito de memoria por meio da deriva da linha

base do sinal analitico. Entretanto, como mostrado na Figura 25, o efeito observado ndo

interfere na quantificagao de fosfato realizada nesse trabalho.

Figura 25. Comparagdo entre as curvas de calibragdo obtidas a partir do biagrama da
Figura 24. Em cinza sdo apresentados os valores de reflectancia correspondentes a curva
de calibragdo gerada pela inje¢do de concentracdes crescentes de fosfato; em vermelho

os valores de reflectancia obtidos pela inje¢dao de concentragdes decrescentes de fosfato.
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As equagdes das curvas de calibragdo apresentadas na Figura 25 — em ordem
crescente (y = 0,00830x + 0,00004 — R? = 0,997) e ordem decrescente (y = 0,00747x +
0,00042 — R? = 0,998) — exibem coeficientes angular, linear e de determinagio
semelhantes, o que indica que o efeito de memoria, apesar de perceptivel, ndo interfere
na quantificacdo. Ademais, as medidas obtidas forneceram um desvio padrao de 2,23%
para a concentragio intermediaria da curva analitica (0,5 mg L!), contribuindo para a

precisdao do método.

Como etapa final do estudo, foram realizados testes para quantificagdao de fosfato
em trés amostras de agua, bem como ensaios de adi¢do e recuperagdo (Tabela 4). Para os
testes de adicdo e recuperagdo, foram coletadas trés amostras de agua em trés locais
diferentes, sendo estas amostras de agua de lago, rio e de agua potavel. A efeito de
compara¢cdo com o método padrao de analise, os testes também foram realizados no

espectrofotometro.
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Tabela 4. Testes de adigdo e recuperacao para amostras de agua. A) agua de lago, B) dgua

de rio, C) agua potavel.

Amostra Concentrag¢do (mg L) Adigao Recuperagio (mg L) Recuperagao (%)
(mg L)
Célula  Espectrofotometro Célula  Espectrofotometro Célula Espectrofotometro
BIA BIA BIA
A <LOD <LOD 0,5 0,486 0,451 97 94
B <LOD <LOD 0,5 0,522 0,502 104 101
C <LOD <LOD 0,5 0,511 0,493 102 99

Ao analisar os dados da Tabela 4, verifica-se que os valores de recuperagao obtidos

pela célula BIA variaram entre 97% e 102%, além de serem semelhantes aos fornecidos

pelo espectrofotometro, o que confirmou a exatiddo do método e, por meio de valores

proximos a uma recuperacao de 100%, baixo efeito de matriz. Adicionalmente, foi

realizada uma adi¢io de 1,0 mg L' nas amostras de 4gua coletadas e os valores de

concentracao recuperados nos dois métodos foram comparados pelo teste-t emparelhado

(HARRIS,2017, p.75). A Tabela 5 fornece os valores obtidos.

Tabela 5. Concentragdes de fosfato (mg L) determinadas pelo método proposto e pelo

espectrofotometro em amostras de agua a partir de curvas de calibracdo realizadas no

mesmo dia. A) agua de lago, B) 4gua de rio, C) agua potavel.

Amostra Célula BIA (mg L) Espectrofotdmetro (mg L)
A 0,65 0,84
B 0,85 0,97
C 1,05 1,10
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Os resultados obtidos (tcaie= 2,921 e twp = 4,303; n= 3) para o teste-t emparelhado
com 95% de confianga atestam a confiabilidade do método proposto, de modo que,
estatisticamente, as médias das concentragdes ndo sdo significativamente diferentes.
Portanto, ¢ possivel confirmar a capacidade do método proposto de fornecer resultados

exatos para a determinagdo de fosfato em amostras de agua.

5. CONCLUSOES

A célula BIA obtida por impressao acoplada a um fotodiodo de baixo custo
demonstrou resultados comparaveis a um espectrofotometro convencional para
determinagdo de fosfato. Assim, o estudo de parametros como velocidade e volume de
injecdo e distancia de inje¢do, além de diferentes estruturas para a célula de andlise
aumentou a sensibilidade e linearidade do método proposto. Ademais, todos os
componentes utilizados como a pipeta eletronica, as minibombas peristalticas, fotodiodo
e a célula BIA possuem caracteristicas portateis, podendo ser acomodados em uma tnica
estrutura para suporte do método de andlise. Por isso, o sistema apresentou uma
determinagdo espectrofotométrica confiavel, de facil uso e adequada para analises in situ
de fosfato, integrando fotodiodos e microcontroladores a sistemas BIA de forma portatil,
aplicacdo ndo relatada previamente na literatura. Por fim, o sistema possui aplicabilidade
ndo s6 para quantificagdes de fosfato, mas para demais analitos sujeitos a deteccdes

colorimétricas.
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