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RESUMO

Bueno, L.Estudo e fabricacdo de dispositivos inteligentesirfguas e narizes eletrénicos)
visando a discriminacdo de contaminacdo em alimergo2016. 155p. Tese - Programa de Pos-
Graduacgdo em Quimica. Instituto de Quimica, Unidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

A proposta da presente tese foi desenvolver dispoasiinteligentes (lingua e nariz eletrénicos/
colorimétrico) de baixo custo para discriminar atrassde alimentos contaminados quimicamente
e biologicamente. Um disposititaptoeletronico” & base de membranas poliméricas coloridas
com indicadores de pH foi utilizado para discrimitampostos volateis emitidos por micro-
organismos (aminas liberadas pelos processos deatatio dos alimentos e que sdo produto da
descarboxilacdo de aminoacidos em alimentos predorn@mente proteicos). As aminas avaliadas
nesse estudo foram: isobutilamina, isopentilaminaetilamina. O limite de deteccdo de 5 ppm
das aminas foi alcancado utilizando o dispositofstoeletronico” e, esse sistema, também foi
testado em amostras reais de carne contaminadasdobtima boa discriminagcdo das amostras
com e sem as aminas. Aminas biogénicas (cadavditamina e putrescina) também foram
testadas obtendo uma separacédo pelo grafico deeesdé&m uma segunda etapa o dispositivo
também foi avaliado para discriminar quatro eséde bactériasK{ebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris, Proteus mirabilesEscherichia col incubadas a 37°C e 25°C. Em ambos os
casos o dispositivo inteligente utilizou um smaotpd para registrar as imagens que atuou como
detector para extracdo dos dados de RGB das imafepartir dessas informagdes (valores de
RGB), as ferramentas quimiométricas PCA (do in§léacipal Component Analysis, Anélise de
Componentes Principais) e HCA (do inglés Hieraghi Cluster Analysis, Andlise de
Agrupamentos Hierarquicos) foram utilizadas pasariminar as amostras e a k-NN (do ingl8s k
Nearest Neighbor, k- vizinhos mais préximos) paldar o método. Em uma terceira etapa, uma
lingua eletronica voltamétrica foi fabricada parscdminar amostras de leite adulteradas com
melamina, ureia e formaldeido contendo concentmdidmis de 0,95; 4,16 e 10,0 mmof',L
respectivamente. Essa lingua voltamétrica foi catgpor trés eletrodos metélicos: platina, ouro
e cobre e dados voltamétricos foram utilizados catados de entrada para as ferramentas
guimiométricas (PCA e HCA). Foram testados tréostiple leite (integral, desnatado e
semidesnatado) de trés diferentes marcas e todspetieram ser discriminados com sucesso. O
trabalho também apresenta a utilizacdo de MIPs$nfegobs molecularmente impressos — do inglés,
molecularly imprinted polymeyscomo alternativa para deteccdo e discriminaca@loheentos
contaminados fazendo uso da impresséao (cavidades)ldtancias quimicas contaminantes ou das
proteinas especificas de cada micro-organismomrese processo de deterioragdo dos alimentos.

Palavras-chave: Controle de qualidade, Andlise quimica, Colorimaetr Quimiometria,
Dispositivos eletronicos, Contaminacdo de alimentBactérias, Polimeros molecularmente
impressos.



ABSTRACT

Bueno, L.Study and development of smart devices (electronicose and tongues) aiming at
discrimination of contamination in food samples 2016. 155p. PhD Thesis - Graduate Program
in Chemistry. Instituto de Quimica, UniversidadeSd® Paulo, Sao Paulo.

The present thesis aimed at development of low eosart devices (electronic tongue and
colorimetric nose) to discriminate chemically andldygically contamination in food samples. An
"optoelectronic” plastic-based device with coloreembranes contained pH indicator was used to
discriminate volatile compounds released by miggaorsms, due to the deterioration process of
protein in food by the organisms. The amines evatlan this study were: isobutylamine,
isopentylamine and triethylamine, achieving a déaclimit of 5 ppm. Such system was also
tested in real meat samples contaminated with iddal amines obtained a good discrimination of
samples with and without studied compounds. Biagemmnines (cadaverine, tyramine and
putrescine) were also tested and discriminate@ $econd step, the device was also evaluated to
discriminate four bacteria specidd€bsiella pneumonigdroteus vulgarisProteus mirabilisand
Escherichia coli incubated at 37 ° C and 25 ° C. In both casesyartphone was used as detector
to extract RGB values of the samples. From extdaictrmation (RGB values), the chemometric
tools PCA (Principal Component Analysis) and HCAe(idrchical Cluster Analysis) were used to
discriminate samples and k-NN"(Nearest Neighbor) was evaluated to validate thehode In a
third stage, a voltammetric electronic tongue wasetbped to discriminate adulterated milk
samples with melamine, urea and formaldehyde. MuBammetric electronic tongue was
fabricated using three working electrodes: platingmld and copper and the voltammetric data
was used as input data for chemometric tools (P@& KICA). Three types of milk (whole,
skimmed and semi-skimmed) from three different dsawere tested and all of them could be
successfully discriminated.

Keywords: Quality control, Chemical analysis, Colorimetryh&nometric, Electronic device,

Food contamination, Bacteria, Molecularly Imprinfealymer.
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CAP. 1 - INTRODUCAO

1. Doengas transmitidas por alimentos

A ocorréncia de doencas transmitidas por alime(iibBA) vem aumentando de modo
significativo em nivel mundial. Véarios sdo os fa®mique contribuem para a manifestacdo dessas
doencas, entre os quais se destacam: o aumenpoplalacdes de forma crescente; a existéncia de
grupos populacionais vulneraveis ou mais expostq®ocesso de urbanizacdo desordenado e a
necessidade de producdo de alimentos em grandi.eBcdeficiéncia dos 6rgdos publicos e
privados no controle e monitoramento desses predatoabém contribui para a falta de qualidade

dos alimentos ofertados as populacdes [1].

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OM8gncas transmitidas por
alimentos séo definidas como doencas de naturézeciosa ou tdxica, causadas por agentes que
chegam ao organismo através da ingestdo de alimeAt®MS estima que as DTAs levam a
morte cerca de 2,2 milhGes de pessoas por anoapgPesentarem diferentes tipos, gravidade e
impactos, as DTAs sdo uma preocupacdo para todasnasnidades e paises [2]. Os centros
americanos para controle e prevencao de doefgagdrs for Disease Control and Prevention —
CDC) estimam que 48 milhdes de casos de doencas ftatasmpor alimentos ocorrem nos
Estados Unidos a cada ano. Pelo menos 128 mil eanes sao hospitalizados e 3.000 morrem

depois de comer alimentos contaminados [3], [4].

S&o varios os perigos a serem controlados na owoarélessas DTAs, que vao desde a
producdo primaria até o consumidor. Os perigosatiosentos podem ser de natureza quimica,
fisica e bioldgica. A contaminacéo fisica decormepdesenca de corpos estranhos aos alimentos;
sdo considerados corpos estranhos: pedras, madabalo, pregos, laminas, fragmentos de
insetos. A contaminacdo quimica é proveniente dagmca de compostos quimicos estranhos ou
de toxinas produzidas devido ao metabolismo deas@oganismos presentes nos alimentos. S&o
considerados compostos quimicos estranhos os idastic detergentes, metais téxicos,
medicamentos, corantes, aditivos nao-autorizadoBge eoutras. A contaminacdo biologica é
causada pela presenca de micro-organismos patogénms alimentos, como por exemplo,

bactérias, parasitas, virus (hepatite) e animaisn@sos (moluscos, peixes, mexilhdes) [1].
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CAP. 1 - INTRODUCAO

Os alimentos de origem animal ou vegetal, fresaogpmcessados, incluindo a agua,
podem veicular diversos micro-organismos patog&nommo bactérias, bolores, protozoarios e
virus, causadores de diversas perturbacdes fisgtagentre aqueles que os consomem. As
bactérias pela sua diversidade e patogenia, co@stjtde longe, 0 grupo microbiano mais
importante e mais comumente associado as doeagesritidas pelos alimentos [5].

Os alimentos que eventualmente estejam contaminadaserem ingeridos, permitem que
0S patdgenos ou 0s seus metabdlitos invadam aw$lou os tecidos do hospedeiro, causando
algumas doencas graves associadas a infeccdesfetapdes (causadas por micro-organismos
toxigénicos) e intoxicacdes, que podem ser caugamagxinas provenientes da proliferagao de
patdgenos ou ainda as ndo bacterianas causadaslm@ncias quimicas nocivas. Essas doencas
sdo caracterizadas por um conjunto de perturbagdstsicas, envolvendo geralmente vémitos,
diarreia, febre e dores abdominais, que podem ecomividualmente ou em combinacao [5] [6].
Sintomas digestivos, no entanto, ndo sdo as Umeadestacbes dessas doengas, podem ocorrer
ainda afecgbes extraintestinais, em diferenteso8rgé sistemas como: meninges, rins, figado,
sistema nervoso central, terminacdes nervosasépesa$ e outros, de acordo com o0 agente
envolvido [1].

Alimentos sdo ambientes bastante propicios a praifio de micro-organismos pois, na
maioria das vezes, eles apresentam condi¢cdes dienplsl, temperatura, quantidade de nutrientes
(como por exemplo, agua e acgucares), entre oun@anismos como as bactérias, por exemplo,
sao capazes de se reproduzir rapidamente em afaplas de temperatura (entre 3 e 55 °C) e pH
(entre 4,4 e 9,0) [7], indicando também a possiade de proliferacdo desses organismos nos

alimentos.

A contaminacdo dos alimentos por agentes quimicasméproblema de saude publica
mundial e é uma das principais causas de problecoaserciais internacionalmente. A
contaminacdo pode ocorrer atraves da poluicdo awalbido ar, dgua e solo, como é o caso com
metais toxicos, PCB (bifenilo policlorado — do idglpolichlorinated biphenyle dioxinas, ou até
mesmo através do uso intencional de varios prodgtdsicos, como pesticidas e outros
agroquimicos. Os aditivos alimentares e contamazargsultantes da fabricacdo e processamento
de alimentos também podem prejudicar a saude. Waiaagdo cientifica de risco € importante
para definir os niveis de exposicdo a produtos igosnque ndo causem preocupacao de saude

com o intuito de gerar normas nacionais e inteamags de seguranca alimentar.
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Identificacdo e diferenciacdo corretas de orgapésmue contaminam alimentos séo
aspectos importantes em muitas aplicacdes pratidas.individuo pode apresentar ao médico 0s
sintomas consistentes com uma infec¢ao bactenaas,o0 médico pode ser incapaz de resolver a
infeccdo com o antibidtico apropriado até que atidade ou susceptibilidade a antibiéticos da
bactéria seja determinada [8]. Na industria, muposdutos devem ser examinados apds a
fabricacdo devido ao risco de contaminacdo baoteréantes de serem liberados. A indastria de
alimentos deve ser particularmente rigorosa pattareproblemas que possam atingir a saude e
também para respeitar legislacbes e regulamentabi&®dos existentes de identificacdo de
bactérias patogénicas sdo severamente limitadoslodév necessidade de longos periodos de
analise, ao tempo de cultivo dos micro-organisragsecessidade de pessoal altamente treinado, a

obrigacéo de laboratérios bem equipados e com apa@ptos de alto custo.

O controle e deteccdo de substancias quimicasdé amais complexo. Em alguns casos,
produtores e fabricantes adicionam intencionalmsentestancias quimicas em doses excessivas.
Estes agentes quimicos modificam propriedadesftgiémicas dos alimentos com o objetivo de
“conservacao” ou ainda para mascarar o teor déentgs. Esta pratica visa ao lucro na producao
ou venda de alimentos e € “estimulada” pela deféou inexisténcia de testes para identificacéo

dos contaminantes.

As contaminacdes biologicas sdo as mais comunednatando de erros de manipulagéo
como, por exemplo, na fase de empacotamento, ola &@fta de higiene em ambientes. Préticas
errbneas permitem a entrada, contaminacédo e deighim dos alimentos por causa da colonizagéo
dos micro-organismos. Durante o processo de c@oaxdos alimentos, as bactérias, assim como
outros organismos, tém a capacidade de produzinglgompostos volateis que séo liberados para
o ambiente. Estes compostos (ou conjunto delesfiisi&os de cada género ou espécie de micro-
organismos, fazendo com que cada um desses mganisemos apresente uma “impressao digital
guimica”. A producdo e os tipos de compostos epstigor micro-organismos serao vistos com

mais detalhes no Capitulo 3, que trata de contay@mhioldgica.

Na busca pela identificacdo de contaminacdo diosertos por agentes quimicos e
biol6gicos, uma vez que a deteccdo de agentendise da de forma mais simplificada, é

interessante que sejam desenvolvidos métodos capazgetectar estes tipos de contaminagao ou
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evitar o consumo do alimento contaminado, impedou®os consumidores desenvolvam doencas

de origem alimentar.

Diante do exposto anteriormente, a necessidadendaétodo qualitativo, rapido e confiavel
para a identificacdo precoce e adequada de cordates biolégicos ou quimicos €
imprescindivel, devido principalmente aos efeitaxivos causados aos seres humanos. Os
métodos convencionais para identificacdo bacteisaonabaseados nas caracteristicas bioquimicas
de cada micro-organismo, tal como definido por ee&gs binarias (sim/ndo) a uma série de testes
bioquimicos/biolégicos. Estes testes diferenciamidentificam bactérias em fungcdo dos
metabdlitos especificos gerados a partir do nugienque estdo em contato [8]. Mas a literatura
mostra que diferentes metabdlitos podem ser gernadodactérias que consumiram 0S mesmos
nutrientes. Também podemos encontrar que diferezgpécies liberam diferentes compostos
como produto de reagfes enzimaticas, tais comoasmgulfetos, e acidos graxos [9]-[12]. Ja a
deteccdo da contaminacdo quimica pode nédo seicaltanuma vez que os testes podem ser caros,

dispendiosos ou até mesmo ineficazes para detedosr@ntaminantes em amostras complexas.

2. Dispositivos inteligentes

2.1. Linguas e narizes eletrénicos

Os sentidos humanos, principalmente olfato e palad® muito importantes no processo
de prevencao e detecgdo de contaminacao de alsnentisdo, em muitos casos, é essencial mas
atua em momentos em que a contaminacdo ja foivafieti Os sistemas humanos de
reconhecimentos de odor, sabor e imagens sdo estgarém limitados, o que abre caminho e

cria necessidade de dispositivos “mais eficazes”.

Na natureza, provavelmente o sentido mais senéieeblfato. Odores sé@o reconhecidos
pelas combinacdes de padrbes que sdo captadaglpl@scolfativas (que sdo milhdes), estes
padrbes sdo levados ao cérebro e as informacCes/adf sdo decodificadas. Em humanos, na

regido superior das cavidades nasais encontraeqat@io olfativo, que é formado por células
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especializadas, chamadas quimiorreceptoras dmptiae sdo dotadas de prolongamentos muito
sensiveis, os cilios olfatérios. Esses cilios s@rtrados mergulhados na camada de muco que
reveste as cavidades nasais. Ao respirarmos, coospesateis sdo levados até nossas cavidades,
la eles se difundem no muco e atingem prolongarsesnsoriais. Ao atingirem esses
prolongamentos, impulsos nervosos sdo geradosnentiidos até o corpo celular da célula
olfativa, onde s&o transmitidos aos nossos axdegtes se comunicam com o bulbo olfatorio,
fazendo com que nosso cérebro os interprete e arasca a informacao sobre o cheiro ou o
padréo do cheiro, Figura 1.1.

Centro da cHagdo e da
Sinal do odor JQustagho
-~/

Snal do saber

——— Odor Epititio olfatério

Figura 1.1: Esquema de funcionamento do sistema de olfata e@wexdo com o paladar.

O paladar, sentido extremamente importante, estétadiente ligado ao olfato na
percepcdo de sabores, mas a combinacdo com aévisitbém importante como mecanismo de
defesa do organismo na escolha por alimentos apanente saudaveis, agradaveis, apropriados
ao consumo [13]. O paladar é nosso “sentido quimmois depende fortemente de substancias
guimicas que vao interagir com os receptores @&lyresentes nas papilas gustativas, localizadas

na lingua.

Os receptores presentes nas papilas linguais spazesa de detectar cinco gostos

principais: doce, salgado, azedo, amargo e umasmiicéulas receptoras responsaveis por cada
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gosto ndo estdo concentradas em areas especifidasgda como se pensou por muitos anos,
Figura 1.2, (na ponta para o doce, nas laterafsedée para salgado, logo atras para azedo e no
fundo para amargo), mas estdo espalhados por tsda tingua, Figura 1.3, além de palato mole,
e até garganta [14], [15]. A percepcéao dos salifeita de forma similar ao dos odores, uma vez
gue partes neuronais sdo acionadas ao receberfamdnbes para que o cérebro possa

decodificar.

Figura 1.2 : Mapa da lingua tido como modelo
B Amargo a localizacéo das papilas gustativas

| Acido

O Umami
B 53lgado
B poce
) - v “ e - . Va A
: Amérén Salgado Doce Umami Azedo

Figura 1.3: Refutacdo do mapa da lingua proposto por Chanekasle colaboradores, onde as
papilas estéo presentes em toda a lingua, senst@reia de localizagdes especificadaptado de

J. Chandrashekar, M. A. Hoon, N. J. P. Ryba, andSCZuker, “The receptors and cells for
mammalian taste.,” Nature, vol. 444, no. 7117, 288-294, 2006.

Para que haja interpretacdo dos sabores, € p@mser antes uma combinacdo do olfato
com o paladar, as centenas de receptores gustaiio@ham conjuntamente com os milhdes de
receptores olfativos no processo de gustacdo esbroénos revela, mesmo sem a ajuda da visao,
gual o alimento estamos comendo. As moléculas dewshm a parte de tras da boca para entrar

no nariz, a garganta € ligada a cavidade nasarigntdo nariz) na parte superior e na parte
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inferior se liga a laringe, traqueia e pulmdes, lEmo moléculas do esbéfago. O odor viaja da
boca para o nariz, alcangam os receptores olfaiv@xombinacdo de aroma e gosto leva a uma
percepcdo de sabor pelo cérebro, representadaguneaHi.1. Tal fato pode ser constatado quando
estamos gripados ou resfriados e ndo conseguimtis sesabor correto dos alimentos, podemos
sentir a diferenca entre os gostos azedo e docexpmplo, mas muitas vezes ndo somos capazes

de diferenciar duas frutas.

Os sistemas de reconhecimento (receptor/transdattmjam mimetizados sinteticamente e
reportados na literatura como nariz e lingua edtds [16], [17]. Linguas e narizes eletronicos,
empregados em fase liquida e gasosa respectivgrirabi@ham da mesma forma que os analogos
humanos, captando informacfes por padrdes, utilzanconceito de seletividade global, que é o
sistema que néo identifica substancias em particnées extrai as informacdes em padrées para
gue possam ser decodificadas pelo cérebro. Estbroéno caso dos dispositivos sintéticos, € uma
ferramenta de reconhecimento de padrées ndo ssipeiaila, que é capaz de transformar esses
conjuntos de sinais em informagdes Uteis de recomieato [18]. Trabalhos anteriores reportam

revisdes sobre ambos [19]-[22].

Linguas e narizes eletronicos tém sido aplicados deérarsos contextos na area de
alimentos, tais como: monitoramento de process@diagdo do frescor, investigacdo do tempo de
prateleira, determinacdo de autenticidade, rastidadle do produto. Essas aplicacbes tém sido
extensivamente reportadas na literatura [23]-[Z9funs trabalhos recentes tém evidenciado que
narizes eletrébnicos podem ser utilizados no comtrdé micro-organismos nos alimentos,
analisando o padrao de compostos volateis prodsipdim metabolismo microbiano fornecendo a
mesma resposta binaria dos testes bioquimicos,dmagna maneira muito mais rapida. Estas
caracteristicas mostram a existéncia de “impressdigtais” (compostos produzidos) de cada

espécie de micro-organismo estudado [26].

Deteccdo de contaminacdo dos alimentos usando smm@mdtao de contagem de placas
microbianas envolve grande tempo e preparacdo dsteam muitas vezes intensa. Além disso, a
amostragem inadequada do produto alimentar pode &vesultados enganosos, pois 0s metodos
baseados em cultura contam com o local de amostrage uso de sensores Opticos
(“optoeletrdonicos”) ou eletroquimicos pode fornecer meios rapidoseeigws de deteccdo da

incidéncia de bactérias em alimentos com poucaeabuma preparacdo da amostra.
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Os narizes eletrénicos foram os primeiros dispasstia serem utilizados para a obtencéo
de informacéo qualitativa em varios campos da gquananalitica, sendo muitos deles utilizados
como dispositivos comerciais. Vale salientar, quetos desses dispositivos trabalham somente

com o reconhecimento qualitativo de misturas degasramente com o intuito quantitativo.

Como j& mencionado, o funcionamento destes disposieletronicos utiliza o conceito
dos 6rgados humanos, conhecido como seletividad®lg[@7], ou seja, o sistema biologico ndo
identifica uma substancia especifica, mas agruga toinformacdo em padrdes que o cérebro
decodifica, o que também pode ser visto como “isgfe digital molecular”. Assim, o ser
humano reconhece o sabor do café, mas ndo compregredele é composto por mais de mil
moléculas diferentes. O sensor eletrénico trabdhamesma forma, fornecendo uma resposta
global, impressao digital, para caracterizar e mheoer determinada substancia, como mostrado
na Figura 1.4. Uma vez que ndo existe a necessidaddentificacdo seletiva de uma dada
substancia, para fins de reconhecimento, a selatiei deixa de ser um requisito fundamental, o
gue ndo impede o dispositivo de diferenciar sabatesxo do limite de deteccdo humano, e
diferenciar entre duas amostras, como por exeriplus de vinhos [28], qualidade da agua [29] e
refrigerantes [30].

Coffea Arabica
Coffea Canephora

Coffea Arabica
Coffea Canephora

Figura 1.4 Comparacédo do funcionamento dos dispositivoséeleios (lingua e nariz) com os

respectivos sentidos humanos.

As ferramentas quimiométricas acopladas as técmieaextracdo de informacdes ajudam
significativamente no processo de classificacd@mdestras. Nos Ultimos anos, esse atrelamento
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tem aumentado muito, mostrando assim que a quinti@nede abrir novos campos de aplicacéo
para técnicas eletroanaliticas [31][32], colorinuéis [33][34] entre outras [35], [36].

Uma alternativa interessante para a aplicacdo ntvate microbiologico alimentar seria a
utilizacdo de um nariz eletrdnico colorimétrico.s&s dispositivos 6pticos sdo baseados em
analises colorimétricas [28][37], normalmente apnéam baixo custo e sdo de facil operacgao;
alguns trabalhos foram reportados na literatura parem utilizados na deteccéo e diferenciacéo
de micro-organismos [38]—[40].

2.2. Dispositivos colorimétricos

Linguas e narizes colorimétricos foram introduzigasico tempo atras (inicio dos anos
2000) pelo Professor Dr. Kenneth Suslick e seusbovadores [41]-[43]. Nos dispositivos
(arranjo de sensores colorimétricos), faz-se aesgéo de diferentes reagentes quimicos capazes
de interagir com a amostra gasosa e alterar a aloeacdo. Previamente a exposicao do teste
colorimétrico, e apds a exposi¢cao, adquirem-se emaglo dispositivo utilizando um scanner de
bancada para a determinacao dos valores de caorR€gB Gigla do inglés para red = vermelho,
green= verde e blue = azulum dos sistemas de cores utilizado para expressaericamente as
cores em imagens digitais. Em geral, esses dadositdi@ados como entrada para ferramentas
guimiométricas para gerar uma resposta gréaficadl)islos resultados do sistema proposto.

Colorimetria é parte da ciéncia das cores com p@sito de especificar numericamente a
cor de um determinado estimulo visual. A colorilaetambém se preocupa em especificar
pequenas diferencas de cor que um observador mydeber. A nocdo de cor esta fortemente
relacionada com o sistema visual humano. A ciédag cores tem como propdsito o estudo de
como os seres humanos percebem as cores. Este esttmve também areas como a Fisica e a
Medicina para entender como, por exemplo, as foaéetuz e a estrutura do olho ajudam no
processamento da informacédo de cor atraves dorodredj.

A colorimetria € bastante Util para a Quimica Atial, uma vez que permite a “medicao
de cores” em analises qualitativas rapidas, onadeén@ossivel a utilizacdo de instrumentacéo
sofisticada ou o uso de métodos laboriosos, por@acesdo a ser tomada é séria e rapida. Ela

permite o desenvolvimento de sensores colorimétri@gumas vezes chamadtspot tests
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colorimétricos” em solucdo, na forma sélida ou gasosa dos amalitpartir da utilizagdo de
agentes colorimétricos que interagem com as ansostiaisadas.

Ha dois requisitos fundamentais para a confeccaordarranjo de sensores colorimétricos:
em primeiro lugar o corante “quimiossensivel” deemter um centro para interagir fortemente
com os analitos e também este centro de interag@® ser fortemente ligado a um cromoforo
intenso. O primeiro requerimento implica que aregéo ndo deve ser sO adsorcao fisica, mas
também deve envolver outras interacfes quimicasan®s “quimiossensiveis” sdo aqueles
corantes que mudam de cor, em luz refletida ouraiolsg apds seus ambientes quimicos sofrerem
mudancas. Os corantes podem ser classificados comotes acidos/bases de Lewis (corantes
ions metélicos); corantes acidos/bases de Brofistditadores de pH); e corantes com grandes
dipolos permanentes (corantes solvatocromicos)[45].

Os testes colorimétricos podem ser desenvolvidogligarsas matrizes, porém, em sua
maioria, sdo encontrados trabalhos realizados el gapolimeros. Outros diferentes substratos
tém sido propostos para testes colorimétricos dgpostos volateis em solucdo e em fase gasosa
[46], [47]. Eles tém se tornado comuns para ume sB¥ amostras como alimentos [48], [49],
bebidas [33], explosivos [18][41], bactérias [I8P], entre outras.

Deteccéo colorimétrica tem sido largamente utibzath dispositivos de papel quando uma
resposta binaria (sim/ndo) ou semi quantitativaficisnte para a analise. A colorimetria € uma
técnica bastante simples, uma vez que a mudancaldecdo pode ser visualizada a olho nu
devido a uma reag¢do enzimatica ou quimica [50]ri@egiro dispositivo em papel microfluidico
foi introduzido por Martinez e colaboradores [S-emmonstrou a deteccao de glicose e proteina. A
investigacao foi baseada na mudanca de coloracZonaade reacao, quando a coloracdo mudou
de incolor para marrom devido a oxidacdo enzimédicaiodo a iodeto com a introducdo da
glicose; no caso da proteina, um resultado positivgarantido com a mudanca de coloracédo do
tetrabromofenol de amarelo para azul. Desde ept#os pesquisadores e grupos tém investido
neste substrato para a obtencdo de resultadossapid dispositivos baratos, portateis e de facil
aplicacéo. As amostras analisadas com estes digspesem sido as mais diversas: alimentos [52],
combustiveis [53], explosivos [18], &gua [43], léaiets [54], metais [55], entre outras.

Membranas poliméricas sintéticas tém sido usadaseamores para uma variedade de
aplicagbes como eletrodos ion seletivos [56][53¢msores amperomeétricos [58][59] para alcancar

a permeabilidade seletiva de ions e pequenas nesédtias sao faceis de preparar a partir da
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solubilidade de seus respectivos solidos em s@gesdpecificos; a solubilidade e seletividade de
permeacao sdo tipicamente conferidas pela incldedom plastificante (agente modificante) e
tornam os polimeros compativeis com materiais deatagens, incluindo as alimenticias, uma vez
gue estas seguem uma série de normas especifjasO polimeros sdo interessantes para a
determinacdo de compostos na fase gasosa, vistopogem garantir, em alguns casos, a
permeabilidade favoravel, o que facilita a intecagétre o analito e o agente colorante necessario
aos testes colorimétricos. Diversos polimeros tédo spresentados na literatura para a
determinacédo de compostos na forma de vapor eesteslorimétricos [39], [61], [62].

Tradicionalmente, as informacdes a respeito deenorexperimentos, principalmente em
solucdes, eram extraidas com equipamentos dessirsadste fim, como os espectrofotdmetros e
tém como principio a Lei de Lambert-Beer, onderaceatracdo do analito € avaliada segundo sua
capacidade de absorbancia (ou transmitancia) decéad deste num comprimento de onda
especifico. Contudo, estes equipamentos apresemtaita custo, ndo podiam ser levados a
campo, além de sO permitirem as medidas em meidtgMesmo com o desenvolvimento de
espectrofotdbmetros portateis e mais baratos [6Blisgaa por formas alternativas para desenvolver
medidas analiticas baseadas em informacdes cotada® continuou. Recentemente, varios
grupos de pesquisa tém usado scanners portatele mesa [64], cameras fotograficas digitais,
webcams [65], celulares e smartphones [66] paraiadinformacéo analitica baseada na medida
de cor. Nestes métodos, sdo usadas propriedadesflel@ncia do sistema, ao invés da forma
tradicional baseada em transmitancia/absorbancitioE isto € uma vantagem, uma vez que é

possivel analisar também amostras turvas [67].

O uso de smartphones (e telefones celulares sijnp&s andlises quimicas se mostra
interessante, uma vez que estes equipamentos gate de facil manuseio, relativamente faceis
de serem encontrados em diversas comunidades, pselerconectados remotamente a outros
dispositivos, mesmo a grandes distancias, alémpdesentarem uma melhora significativa na
gualidade de imagens em suas capturas (fotograf@s) o passar dos anos. Eles podem ser
incorporados a dispositivos médictgoint-of-care” e permitir diagndsticos em tempo real
[68][69], deteccdo da adulteracdo de bebidas, alimsee quem sabe até combustiveis. Alguns
trabalhos interessantes séo reportados na litayadntre eles uma revisdo que mostra o uso de

celulares usados como detectores para métodosiasabl como eles podem ajudar na aquisi¢ao
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de imagens, de sinais analiticos e até em diagodstépidos [70]. Alguns pesquisadores fazem
uso desse sistema para monitorar espécies desseeeen agua [71], detectar explosivos [72] e
ainda analise de alimentos [48].

Alguns dos problemas enfrentados por dispositiues utilizam celulares como detectores
pode ser a diferenca de luminosidade ao adquirimagens, o que pode ser corrigido com uma
simples estratégia que é o uso de uma camara #eawd luz permanente [18], [73]. Outra
guestdo a ser pensada nesses dispositivos é aderfilmensurar” as cores, uma vez que a visdo
humana é relativa. Diversos sistemas de cores imnusados para analisar as imagens digitais
geradas pelos dispositivos colorimétricos, enttetansistema de cores RGB é o mais aplicado
para este fim.

2.2.1. Sistema de cores RGB

Assim como tratado em relacdo ao olfato e paladavijsdo € formada por sensores
presentes na retina que permitem a percepcao de (@s cones) e os tons de cinza (através dos
bastonetes). Porém, a visdo humana é tricromatisar esso é formada por apenas vermelho,
verde e azul. Estes sensores podem emitir difer@éntpulsos elétricos ao cérebro variando de
acordo com o comprimento de onda de cada cor gantarcérebro recebe e processa esses sinais
resultando na sensacéo da visao das cores.

Todas as cores que 0 ser humano consegue vasuadidem ser geradas por combinagdes
variaveis das trés cores chamadas primarias: veoneerde e azul. A Comisséo Internacional
sobre lluminagéo (CIE — Comission InternationalbEadairage) padronizou que os comprimentos
de onda das cores primarias sdo: azul = 435,8 arde\= 546,1 nm, e vermelho = 700 nm [74]. A

Figura 1.5 traz um mapa mostrando esta combinacéo.
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Figura 1.5 O diagrama de cromaticidade CIE (1931) de espacoores com comprimentos de
onda em nandmetros. As cores descritas dependeesmigo de cor do dispositivo no qual a

imagem é vista.

Os dispositivos que reproduzem ou capturam imagelwidas disponiveis no mercado
utilizam o mesmo principio de percepcéo visual man@ meétodo de interpretacdo da cor é
baseado exatamente na resposta humana aos estimilogsos das cores primarias.

O modelo de cores RGB, por si s6, ndo define o gjgrifica “vermelho”, “verde” ou
“azul” (espectroscopicamente), e entdo os resudtatio mistura-los ndo sao tdo exatos (e sim
relativos, na média da percepcdo do olho humarsiasHrés cores ndo devem ser confundidas
com os pigmentos primarios Ciano, Magenta e Amammhecidos no mundo das artes como
“cores primarias”, compondo o sistema CMY é contiea@ sistema de Cor Pigmento, e trabalha
por subtrac&do, ou seja, se somarmos as trés casgaroporcoes corretas obteremos preto (desde
gue se use pigmentos apropriados e de boa qualidateersdo” industrial do CMY é o CMYK,
no qual o Preto € adicionado e ndo obtido por rdeianistura. Assim, o CMYK é baseado em
quatro cores e foi criado como uma opcao mais dapatis ndo necessita de pigmentos puros e

mais caros, sendo usado para impressdes em largla.e& letra K, do CMYK, tanto significa
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preto Black, como chaveKey), pois a cor preta é usada para interferir noglides na impressao
[75].

O sistema RGB regula as cores dos corpos que erhitemisto que depende da emissao
de fétons de um componente excitado a um estadgmelgia mais elevado (fonte emissora, por
exemplo, o tubo de raios catodicos). J& o sisteM¥ €2gula as cores de corpos opacos, uma vez

que sdo baseadas na reflexdo e absorcao de fotons.

Uma cor no modelo de cores RGB pode ser descritaipdicacdo da quantidade de
vermelho, verde e azul que contém. Cada uma pade eatre 0 minimo (completamente escuro)
e maximo (completamente intenso). Quando toda®Es @stdo no minimo, o resultado é preto.
Se todas estdo no maximo, o resultado é branco.daseepresentacdes mais usuais para as cores
€ a utilizagdo da escala de 0 a 255, bastante gadama computacdo pela conveniéncia de se
guardar cada valor de cor em 1 byte (8 bits). Cantadestes trés canais (R,G e B) séo
representados por um numero inteiro que varia de 255 e cada uma das combinacdes
representam uma cor particular e, portanto, é pelssbter mais de 16 milhdes de combinacdes
(256° = 16.777.216). Assim, o vermelho completamentenis é representado por 255,0,0; o
verde por 0,255,0; azul por 0,0,255; branco por,Z85255 e preto por 0,0,0.

Os dispositivos colorimétricos baseiam-se na diigaeale coloracdo nos indices RGB antes
e apds a exposicdo do dispositivo a amostra. dnBIGB de cada poro também pode ser
utilizado para a construcdo de uma matriz contesdiados de entrada ferramenta quimiomeétrica.

A extracdo de dados de RGB e dos demais sistemaorde € feita com a ajuda de
software desenvolvido para este fim. Estes podansaféwvares computacionais comerciais ou
desenvolvidos especialmente para smartphones[f8],[77]. Quando se trata de um dispositivo
inteligente como linguas e narizes eletronicositilzacdo de uma ferramenta quimiométrica faz-
se necessaria, para a interpretacao desses datoangdo como “o cérebro” do método proposto.
Com isso, a literatura apresenta trabalhos utii@aferramentas quimiométricas como PCA
(Analise de Componentes Principais — do ingRsncipal Component Analys)s k-NN (k-
vizinhos mais préximos — do inglé&™ Nearest Neighbors PLS (Método dos Minimos
Quadrados Parciais — do inglés, Partial Least ®guar redes neurais, LDA (Analise
Discriminante Linear — do inglésinear Discriminant Analysi$ entre outras. Neste trabalho

trataremos de trés dessas ferramentas: PCA, HEXNN:
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3. Ferramentas quimiomeétricas

Como dito anteriormente, os dispositivos inteligen{nariz e lingua eletrbnicos e/ou
colorimétricos) atuam similarmente aos analogosi@sdghumanos, e por isso, precisam de que o
cérebro faca a decodificacdo dos sinais que recatssncélulas receptoras. Nestes casos, 0
decodificador pode ser uma ferramenta quimiomeégjioa permite a discriminagdo dos analitos
desejados.

A Quimiometria € a area da Quimica que se refamplidgacdo de métodos estatisticos e
matematicos, assim como aqueles baseados em lbgieanatica, para resolucdo de problemas
guimicos. Esta disciplina também desenvolve ferrasecomputacionais que permitem explorar
0s resultados obtidos por meio de analises quimiaasim de verificar a existéncia de
similaridades entre as amostras que, por sua weespondem as semelhancas na composi¢cao
guimica. O reconhecimento de padrdes, uma téceiemdlises multivariadas, viabiliza a obtencéo
de mais informacdes quando comparado com 0s proeeths univariados que sdo usualmente
adotados.

Os métodos quimiométricos utilizados para idergtifias diferencas em varios tipos de
amostras, agrupa-las e classifica-las estdo dosdeim dois grupos em dois grupos: os métodos
supervisionados e os nao-supervisionados de recioméreto de padrbes. Ambos pressupdem que:
as amostras do mesmo tipo sdo semelhantes; exiBterancas significativas entre diferentes
tipos de amostras e também que o conjunto dispodivemedidas € capaz de detectar suas
semelhancas e diferencas [78].

Nos métodos supervisionados, € necessario havdreciomento prévio de dados das
amostras, elas fazem parte de uma classe preestdbelha um treinamento do algoritmo. Nos
métodos ndo-supervisionados acontece o0 opostomastras sdo agrupadas naturalmente com
base em caracteristicas dos dados experimentais, gor exemplo variancia.

O numero de parametros analisados (variaveis) stosl@s de reconhecimento de padrdes
normalmente € alto e complexo, e a apresentacdicagde todo o conjunto de dados facilita a
interpretacdo dos resultados. Alguns algoritmoanfodesenvolvidos para elaborar graficos que
representem a maior quantidade possivel das inf@esacontidas em um conjunto de dados
analiticos. Entre eles, destacam-se a Analise depGoentes Principais e a Analise por
Agrupamentos Hierarquicos [79], que sdo métodosso@ervisionados e foram utilizadas neste
trabalho. Além delas, também sera abordado um mé&igoervisionado, k-NN.
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3.1. Analise de Componentes Principais

A Analise de componentes principais, PCA (do ingsncipal Component Analysis) é
um meétodo para projetar dados multivariados em spag de dimensdo menor, reduzindo assim
a dimensionalidade do espaco original do conjuetdatios, sem que as relacdes entre as amostras
sejam afetadas. Consequentemente, as informag@esseparadas e se tornardo visualmente mais
evidentes. Utilizando esse método, € possivel tescwisualizar, e interpretar as diferencas
existentes entre as variaveis e examinar as redagde podem existir entre as amostras. Essa
analise também permite detectar amostras que apeese@m comportamento distintmgtlier” ),
pois com a projecéo dos dados, elas tendem ars® ®ridentes [78].

Num grafico cartesiano, a apresentacdo de um poatcesponde aos valores das
coordenadas x, y e z, traduzindo isto para o muadoamostras e das variaveis, o ponto € uma
amostra e os valores em cada uma das coordenadaspomdem aos valores das variaveis
medidas. As componentes principais (PCs) sdo aasneariaveis geradas através de uma
transformacdo matematica especial realizada sabvargveis originais. Uma propriedade muito
importante das componentes principais € que elasséa correlacionadas entre si, isto €, a
informacdo contida em uma delas ndo esta presenteitna. A outra propriedade importante é
com respeito a quantidade de informacao dos dailfinas de cada uma dessas novas variaveis é
capaz de descrever. A primeira delas, PC1, € defipela direcdo que descreve a maxima
variancia dos dados originais. A segunda componaireipal (PC2) esta na direcdo de maxima
variancia dos dados no subespaco ortogonal a PECiatheira que descrevam, uma a uma, a
maxima variancia restante. Dessa forma, conjuntodddos obtido pode ser interpretado

graficamente de forma multivariada, através deigyaibi ou tri dimensionais.

Havendo correlages significativas entre as vaisade conjunto de dados, € possivel
encontrar um menor nimero de variaveis que sejadaaiapazes de descrever aproximadamente
toda a informagédo contida nos dados originais, @émema a agrupar aquelas que fornecem
informacdes semelhantes. Como resultado, um nowjumi® de variaveis com propriedades
desejaveis, e especificas, € definido. Essas naras/eis (eixos) sdo as componentes principais,

também conhecidas na literatura por fatores owatdces.
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A Figura 1.6 se utiliza de um exemplo genérico gealicar a obtencdo das componentes
principais. A imagem foi adaptada da referéncid B@emonstra que a ideia literal da PCA é
examinar os dados a partir de um ponto de vist@atife. O primeiro passo é calcular a primeira
componente principal, que explica a grande varéamas dados de uma determinada direcéo.
Neste exemplo, a primeira componente principal r@esec60,87 % da variancia total. Sucessivas
componentes principais que descrevem o restant@riincia podem ser estimadas, e 0 segunda
componente contém 39,13 %. Cada nova componentedgudnte é ortogonal a componente
anterior, e de novo, a direcdo da componente canteaior quantidade de variancia restante dos
dados. O total de informacédo neste caso € de 160%7% (PC 1) + 39,13% (PC 2)] para duas
componentes, que € esperado uma vez que temosnedatas originais, duas dimensdes, e duas

novas variaveis apos a PCA.

Em uma anélise de componentes principais, o agreip@naas amostras define a estrutura
dos dados através de graficos de escores e pesogy(s,scores e loading graphicgujos eixos

séo as PCs nos quais os dados séo projetados.

Os escores representam as coordenadas das anmasB@sema de eixos formados pelas
componentes principais. Cada componente principabréstituida pela combinagéo linear das
variaveis originais e os coeficientes da combinagmdenominados pesos. Matematicamente, 0s
pesos sdo o0s cossenos dos angulos entre os veddeE=sanos das variaveis originais e o vetor das
componentes principais, representando, portangamto cada variavel original contribui para
uma determinada PC. A avaliagdo dos pesos permignaer quais variaveis mais contribuem
para os agrupamentos observados no grafico doseesédravés da analise conjunta do grafico de
escores e pesos, é possivel verificar quais vasi®&® responsaveis pelas diferencas observadas
entre as amostras. O numero de componentes pimcpaer utilizado no modelo PCA é
determinado pela porcentagem de variancia explicddaim, seleciona-se um numero de
componentes de tal maneira que a maior porcentdgevariancia presente no conjunto de dados

originais seja capturada ou extraida [81].

A PCA é a ferramenta quimiométrica mais utilizada processo de construcdo de
dispositivos inteligentes, é provavelmente a técmistatistica multivariada mais popular e mais

velha, € usada em praticamente todas as disciptirextificas [82]. Diferentes algoritmos e
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softwares podem ser usados para calcular PCA, dénseus pesos e escores: Statisticas,
Pirouettes, Mathlabs, Unscramble, Origin Profesai¢verséao 8.6 ou superior) [35], [83]-[86].
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3.2.Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA)

Andlise de Agrupamentos Hierarquicos agrupa objstamelhantes em categorias sem
reduzir a dimensionalidade dos dados, isto é, deslde entrada sdo usados matmensdes da
matrix de entrada de dados. A dificuldade que atdra os pesquisadores em muitas areas de
investigacdo € a forma de organizar dados obsesvato estruturas significativas, isto é,
desenvolver taxonomias. Em outras palavras a andksagrupamentos é uma ferramenta de
analise exploratoria de dados, que visa ordenadiwsrsos objetos em grupos de forma a
maximizar a homogeneidade interna, dentro dos grepmaximizar a heterogeneidade entre os
grupos. Sendo assim, a andlise de agrupamentosspodesada para descobrir as estruturas de
dados sem fornecer uma explicacao/interpretacdoolinas palavras, analise de agrupamentos
simplesmente descobre estruturas de dados sentaxplipadrdo de agrupamento existe[87],

diferentemente da PCA, onde é possivel analisaéfecg de pesos

A HCA consiste no tratamento matematico de cadasamm@omo um ponto Nno espago
multidimensional f dimensdes dos dados de entrada) descrito pel&sveaiar escolhidas [88].
Também é possivel, nesta técnica, tratar cadavedigdmo um ponto no espago multidimensional
descrito pelas amostras, ou seja, podemos ter agearmio de amostras ou de variaveis de acordo
com o interesse em cada situacdo. Quando uma dedelaramostra € tomada como um ponto no
espaco das variaveis, é possivel calcular a distaeste ponto a todos os outros pontos,
constituindo-se assim uma matriz que descrevexamiadade entre todas as amostras estudadas. O

algoritmo faz uso de similaridades ou distancideeews objetos para formar os agrupamentos.

Similaridades s&o um conjunto de regras que secoeno Critérios para agrupar ou separar
itens. Estas distancias (similaridades) podem asedilas em uma Unica dimensdo ou dimensdes
multiplas, com cada dimens&o representando uma regrcondicdo para agrupar objetos. A
maneira mais simples de computacdo das distanamdiee e@s objetos em um espaco
multidimensional é calcular a distancia euclidiamas existem outras formas de céalculo como a
distancia euclidiana quadrada, distancia Chebydfistancia por porcentagem de dissimilaridade
(Percent disagreement), entre outras e, por isd®e ao pesquisador selecionar o método correto

para a sua aplicagcédo especifica [19].
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Na distancia euclidiana, para duas variaveis, cut@lcorresponde a aplicacdo do teorema
de Pitagoras (ab? + ®): O comprimento da hipotenusa (a) é igual & ra@dgada da soma dos
guadrados dos comprimentos dos catetos (b e ceaBasnesta matriz de proximidade entre as
amostras, se constréi um diagrama de similaridederdinado dendrograma (dendr(o) = arvore e
grama = representacdo) que nada mais € do queafivognque representa a estrutura hierarquica
dos dados, em que os comprimentos dos ramos deedegresentam o grau de similaridade entre
0s objetos. Existem varias maneiras de aglomeraemadicamente estes pontos no espaco
multidimensional para formar os agrupamentos hgeiéos. Cada um corresponde a um algoritmo
especifico (ou seja, 0 modo particular como osutddcserao feitos pelo computador), que usa as
informacdes da matriz de proximidade para criardendrograma de similaridade. Como uma
técnica aglomerativa, HCA considera cada objetooccam grupo de um Unico elemento e segue
agrupando-os sistematicamente, por ordem de sidatdg, em um processo interativo, até que
todos eles formem um Unico grupo grande. Assim,utontazodvel admitir que a amostras
proximas entre si no espaco multidimensional segemelhantes em relacdo as variaveis
consideradas. Isto quer dizer que uma maneira entiear o quanto um objeto € semelhante a

outro é através do calculo da distancia entre eles.

Alguns dos algoritmos mais populares de célculéi@& sdo:single linkage(método do
vizinho mais proximo)complete linkaggvizinho mais distante) e método degerage-linkage

(distancia média).

No métodd'single linkage” a distancia entre dois agrupamentos é definidaaminimo
das distancias entre todos o0s possiveis pares j@to®lkem dois agrupamentos. No meétodo
“complete linkage”a distancia entre dois agrupamentos € represeptdanaximo da distancia
entre todos os pares de objetos agaupamentosO average-linkagausa a distancia média de
todos 0s objetos de um agrupamento para todos je®mo outro; dois agrupamentos com a

menor distdncia média sdo entdo mesclados pararfamm novo agrupamento [43].

A interpretagcdo de um dendrograma de similaridattee eamostras fundamenta-se na
intuicdo: duas amostras proximas devem ter tambélores semelhantes para as variaveis
medidas. Ou seja, elas devem ser proximas matemwite no espago multidimensional.

Portanto, quanto maior a proximidade entre as nasdielativas as amostras, maior a similaridade
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entre elas. O dendrograma hierarquiza esta sioaldei de modo que podemos ter uma visao
bidimensional da similaridade ou dissimilaridadetddo o conjunto de amostras utilizado no
estudo. Quando o dendrograma construido é dasvemida similaridade entre duas variaveis
aponta forte correlacdo entre estas variaveis duotw de dados estudado. Os dendrogramas de

amostras sao mais comuns.

3.3. Métodos ok-ésimos vizinhos mais proximoskéNN)

Nos estudos de classificagcdo, cada uma das amdastoescrita por um conjunto de
medidas experimentais, chamado “padrédo” e sdoifitaskas de acordo com uma propriedade de
interesse. A determinacao da propriedade de isieras atribuir uma amostra a sua respectiva

classe é o que chamamos de “reconhecimento”.

Na analise supervisionada, seleciona-se uma sériantbstras representativas de cada
classe e para as quais as medidas experimentaisoliadas e o padrdo de cada uma delas é
definido. Esse conjunto de amostras, cuja propdiedie interesse, isto €, a classe a cada uma
delas pertence, € conhecida previamente, constitohjunto de treinamento. A seguir, utilizando
as informacgfes do conjunto de treinamento parateon®s uma regra de classificagdo, um
modelo empirico. Por esta razdo, estes métodoralise@asdo denominados supervisionados, pois
as informacdes a respeito das classes € que ssippam o desenvolvimento dos critérios de
discriminacdo para serem utilizados posteriormeraea fazer o reconhecimento de novas
amostras. Os métodos mais utilizadosks8iiN, SIMCA ( Soft Independente Modelling of Classes
Analogies ), PLS-DA (Partial Least Squares Disanianit Analysis ) e LDA ( Linear Discriminant
Analysis).

De acordo com as suposi¢cdes usadas para a coostdacanodelo, os métodos de
classificacdo podem ser: paramétricos (probalzitistbu ndo paramétricos (ndo probabilistico).

O método do vizinho mais proximé&NN (do inglés K' Nearest Neighbor), € um dos
métodos supervisionados utilizados na literaturara pavalidar dados encontrados

experimentalmente. Os métodos supervisionados g@Ees usados para prever se uma amostra

33



CAP. 1 — INTRODUCAO

futura pertence a uma classe; por meio da formagha@onjuntos de dados para calibracéo,

validagéo e predicéo.

Este método classifica um novo objeto (compostoadardo com sua distancia a um
objeto do conjunto de treinamento. Os vizinhos npagximos do conjunto de treinamento sdo
encontrados e 0 objeto serd atribuido a class¢éegu@ maioria dos seus vizinhos mais proximos.
Este € um método de auto-validacdo, porque no stnfle treinamento cada amostra (objeto) é
comparada com todos os objetos no conjunto, masar@icela mesma. O melhor valor kipode
ser escolhido com base nos resultados do conjenteesho sozinho. Em sua abordagem classica,
0 k-NN néo tem capacidade de detectar amostras deoctangento distinto“putliers”) [89].
Essa desvantagem pode ser compensada com a @&blizagn conjunto, de um método néo
supervisionado que permita a verificacdo do comapoento geral das amostras. Assim, durante a
construcdo do modelo, cada amostra do conjuntced@tento é excluida uma Unica vez e entdo

classificada, usando-se para isso as amostrastessta

As distancias entre as amostras do conjunto deatreinto e a amostras excluida séo
calculadas; para isso, podem ser usadas a distAoclaliana, a distancia de Mahalanobis, por
exemplo. As distancias de todas as amostras atrame® questdo sdo colocadas em ordem
crescente para facilitar a identificacdo de seuvizikhos mais proximos. Essa amostra que havia
sido excluida é entdo classificada de acordo comairia dos votos de seus vizinhos mais
proximos. O vizinhos mais proximos votam por sua classe e @stamé atribuida a classe mais
votada; em caso de empate quem ganha € a classe roemor distancia. Por esta razéo, a escolha
do vizinho mais proximo é crucial para o sucessonétodo. A escolha errada por gerar erros de
classificacdo e essa escolha é feita pelo nUmevizudos que gerardo a melhor exatiddo baseado

no conjunto de calibracéo.

Uma vez que o método foi validado, ele pode sdizatio para estimar as classes de
amostras de um conjunto de previsdo. Uma das vamadp método, é que ele pode ser utilizado

em conjuntos de amostras grandes ou pequenos, ptedrao apresenta estes dados graficamente.
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O método supervisionado k-NN é muito utilizado eabalhos de todas as areas para a
confirmacao das classificacfes obtidas em métodossapervisionados como PCA, PLS, HCA,
entre outras [90]-[92].
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1. Objetivos gerais

Identificacdo e discriminagdo de alimentos contahis biologicamente e quimicamente

através da utilizacdo de dispositivos intelige(lieguas e narizes eletronicos).

2. Objetivos especificos

I.  Desenvolver um nariz “optoeletronico” para identfi e discriminar a contaminagao de
alimentos por micro-organismos patogénicos atralass compostos volateis produzidos
por eles no processo de colonizacgéo.

II.  Desenvolver uma lingua eletrbnica voltamétricaafgo de trés eletrododos metélicos)
para a discriminagdo de amostras de leite adufieremim formaldeido, ureia e melamina.

lll.  Demonstrar a possibilidade da utilizacdo de MIRSiifperos molecularmente impressos)
para o processo de discriminacdo de alimentos moméalos biologicamente e/ou

adulterados quimicamente.
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1. Compostos organicos volateis

Durante o processo de colonizacdo de seus sulss{@escimento), fungos e bactérias
produzem compostos organicos volateis, que sdafmednetabdlicos secundarios para protecao
contra antagonistas e competidores ou como mokesirializadoras na comunicacéo celular [93].
Sua producdo depende de fatores como temperatdydizy quantidade de G@& G disponivel
no meio, além do substrato e nutrientes nele pres¢®4]. Em geral, os alimentos sdo meios ricos
em nutrientes (muitas vezes também de agua) ejspor produzem grandes quantidades de

metabdlitos.

Os micro-organismos podem produzir alcoois, cetogateres aminas, aldeidos, entre
outros. Entretanto, o conjunto de compostos enst&loaracteristico de cada espécie ou género de
micro-organismo e podem ser vistos como uma “ing&eddigital” quimica deste organismo,
sendo util para sua detecgcédo. A deteccdo e idmafio de bactérias sdo problemas sérios em
medicina e na industria. Um paciente pode apresemntéomas fisicos consistentes com uma
infeccdo bacteriana, mas esses sintomas podemss#icientes para a certeza de qual a bactéria
correta e consequentemente qual o melhor antibipaca combaté-la, o que pode levar a sepse e
até a morte [8]. A identificacdo rapida das baagg essencial para um tratamento efetivo em

ambientes clinicos, além de determinar a fonteodéaminacdo em amostras de alimentos [95].

Diversos patogenos ainda representam um grandéepralule satude publica, uma vez que
podem causar as chamadas doencas transmitidasirpentas (DTA). Os sintomas comuns das
DTAs incluem diarreia, nauseas, célicas abdomirdos,de cabeca, tontura e febre. Nos paises
desenvolvidos ou em desenvolvimento, a vigilanessds doencgas € um componente fundamental

de sistemas de seguranca alimentar [96)].

Diretamente relacionados a este problema, estéogypacao com o frescor dos alimentos,
seu estado de conservacdo, além do prazo de \alelaempo de prateleira. A deterioracdo de
alimentos é um processo metabdlico que faz comoguprodutos se tornem indesejaveis ou
inaceitaveis ao consumo humano devido as alteragésscaracteristicas sensoriais, que séo

causadas por micro-organismos resultado da neglmém manuseio e armazenamento desses
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alimentos. O odor € parametro importante na av@biap frescor de alimentos, uma vez que pode

sinalizar para o tipo de micro-organismo causadateterioracdo num dado alimento [97].

A deteccdo de vapor através de dispositivos coédrioos surgiu como uma abordagem
poderosa para a deteccdo de VOC (compostos organatateis — do inglésjolatile organic
compounds A partir de elementos (colorantes) com sensiédile cruzada, em vez de receptores
especificos, eles geram respostas compostas @i¢&Cs especificos, de um modo semelhante
ao sistema olfativo dos mamiferos [98]. Métododitianais de identificacdo de bactérias como
sorolégicos, genéticos e cultura sdo dispendioknsarf de horas a dias) e podem requerer
técnicas agressivas, no caso da medicina, ou m&nicas sofisticadas equipamentos de alto
custo (como cromatografia gasosa como método derago acoplada a detectores
espectrométricos e de massas), além de pessoairéieado em casos de analises alimenticias.
Entretanto, um test@-situ € desejavel, uma vez que € nédo-invasivo, rapelsigel e que pode
facilitar a tomada de decisdes corretas em um tdrapt@ante reduzido [99] [100], [101].

Enterobacteriaceae é uma grande familia de bastéeguentemente responsaveis por
casos esporadicos e epidémicos humanos associadosatzes alimenticias [102]. A
contaminacgdo de alimentos pode ser natural, no dasovegetais, ou ocasionada por erros de
manipulacdo e armazenamento. No caso de alimeictus @ém proteinas, como carnes e peixe,
essa contaminacdo pode ser identificada pela ma&sde aminas, como por exemplo, a
isobutilamina que é formada pela descarboxilacaeatiaa por micro-organismos conRyoteus

vulgaris e Pseudomonas cocovendi3], Esquema 3.1.

Esquema 3.1:Descarboxilacdo da valina.

CH, o CH;,

valina HZN\/L
HaC OH > cH

descarboxilase

3

NH, Isobutilamina
Valina
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2. Procedimentos experimentais

2.1. Lingua eletronica voltamétrica

Os reagentes utilizados durante essa etapa fowmletnetanol, acetaldeido, isobutanol,
nitrato de potéassio, acido nitrico, &cido cloridri@cido canfosulfénico e persulfato de amonio,
todos de grau analitico (Merck Darmstadt, Alemanbkejn prévia purificacdo. Foram preparadas
solucdes de 2 mol'tdos reagentes citados em agua desionizada, alémalesolucdo 10 mmol

L* de &cido nitrico com nitrato de potassio 0,5 mibldue foi utilizada como eletrélito suporte.

Para as medidas eletroquimicas foi utilizado urargorde trés eletrodos, sendo a platina o
material do eletrodo de trabalho; eletrodo de ézfein de Ag/AgCl (KGL) e um fio de platina
como eletrodo auxiliar. Antes dos experimentos|etredo de trabalho foi polido com 6xido de
aluminio com particulas del um (Merck, Darmstaditrfanha), deixado em solugéo piranha (3:1
peroxido de hidrogénio e acido sulfdrico concergjagor 2 minutos e lavado com agua
desionizada. ApoOs essa etapa o eletrodo foi deieadale banho de ultrassom (Ciencor, Limp

Sonic) por 3 minutos em agua.

Os voltamogramas ciclicos foram registrados emcgolude &cido nitrico 10 mmol™L
contendo nitrato de potassio 0,5 mél €¢omo eletrélito suporte. Foram feitas adicdesataitos
estudados na faixa de concentracdo de 20 a 200 mMmoA janela de potencial dos estudos
voltamétricos form de -0,4 a 1,6 V vs Ag/AgCl (K§I

2.2.Formacéo do filme condutor (estudos em fase gasosa)

Para a modificacdo da superficie de um eletrodcoehsel (Pine Instrument Company,
Analytical rotator), foi utilizado procedimento @ei$o na literatura por Verma e Dutta [104][7]. O
primeiro passo foi a oxidac&do da anilina, que fesalvida (0,22 mol ) em HCI (1 mol [}) e
essa mistura foi resfriada a 0°C. A esta soluc@iadizionado persulfato de aménio (0,8 md)L
com adicdo de HCI (1 mol}). Esse procedimento resultou na formacdo de umigitado, que

foi lavado varias vezes com HCI e seco a vacuoolfmpilina (PANI) formada foi dissolvida em
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cresol juntamente com acido canforsulfénico, saugde ficou alguns dias em agitacdo para se
tornar homogénea. O filme foi depositado pela t&cidie spin-coating a uma velocidade de 800

rpm sobre a superficie do eletrodo de platina.

2.2.1. Medidas de resisténcia

As medidas de resisténcia entre os eletrodos de-drsel modificados com filme de PANI
foram realizadas com um multimetro digital, model870TR true RMS com termdémetro e RS-
232, da Impac Comercial e Tecnologia Ltda. Esserss foi colocado dentro de uma camara para
gases desenvolvida no laboratério e fabricada efroviNesta camara estavam contidos os
compostos volateis a serem analisados (um de a@maque eram bombeados a partir de suas
solucbes aquosas com o auxilio de uma bomba deiaq@s testes foram realizados com a

passagem de 60 segundos de ar alternando a passageompostos, também por 60 segundos.

2.3. Testes colorimétricos com papel (fases liquida e g#5a)

Todos os reagentes empregados nessa fase foranridmigua Sigma (Poole, UK) e
utilizados sem tratamento prévio. Foram eles:itaimina, isobutilamina, isopentilamina, etanol,
metanol, acetona, formaldeido, acido acético, pgmmol, vermelho de metila, alizarina, azul de
bromofenol, azul de timol, vermelho de clorofendimetil sulfoxido, acetato de celulose,
Tween® 20. Foram utilizados também filtros de papellitativo 1 3 Whatman®, cortadores de

papel, furadores de rolha, Scanner HP Scanjet G3010

Inicialmente, pensou-se em utilizar o papel dedfitomo suporte para os dispositivos
colorimétricos e captura dos compostos volateisn &30, os filtros de papel foram cortados com
furador de papel de 15 mm de didmetro e impregnados solucdes individuais dos corantes
(vermelho de metila, alizarina, azul de bromoferakl de timol, vermelho de clorofenol). As
solugdes dos corantes foram preparadas com aatlule 1 mg do corante por ml de dimetil
sulfoxido. Primeiramente, foram realizados testes solucdes dos analitos também solubilizados

em dimetil sulfoxido: foram colocados sobre o papBl ul de solucdo de corantes citados
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separadamente, estes foram escaneados e, em sdduighdos analitos puros (isobutilamina,
trietilamina, etanol, metanol, acido acético, isdpamina, 2-propanol, acetona, formaldeido)
eram colocados também sobre o papel antes de sgeammeados novamente. Num segundo
momento, foram utilizadas apenas aminas, em sugafgasosa. Nos experimentos utilizando a
fase vapor 10 ul de solucdo de corante foram coéscaobre os pedacos cortados de papel
visando a modificacdo do substrato e, em segug$gsesubstratos foram escaneados. Apos isso,
0s substratos modificados foram colocados em ursedador que atuou como camara e que
continha uma atmosfera rica em aminas. Vale destaea essa atmosfera continha somente um
anico tipo de amina por experimento. Essa atmo$éé@iada deixando 10 pl de amina dentro do
dessecador. Ao fim deste tempo, 0s papéis modidfcarbm o0s reagentes eram escaneados
novamente para posterior extracdo dos dados de RhBando o software GNU Image
Manipulation Program (GIMP). Esses valores forart@@rmusados para célculo de um mapa de
diferenciacdo. O mapa de diferenciacdo sera deswittem 2.4.4. Estes mapas de diferenciacdo
foram usados como dados de entrada para as fea@smeio supervisionadas PCA e HCA. Como
dados de entrada para a ferramenta quimiométricandése de Componentes Principal (PCA).
As PCAs foram realizadas utilizando o softwarei§iaa 12.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

2.4. Discriminacdo de aminas utilizando membranas polinmcas

Membranas de acetato de celulose foram obtidas apdissolu¢cdo do polimero com
acetona (0,1 g por ml) em frascos de vidro. Palaridas foram utilizados os seguintes corantes
separadamente: vermelho de metila (pKa 5,0, fatkd,8 a 6,0, vermelho para amarelo), alizarina
(pKa 6,77, faixa 1 pH: 5,5 a 6,8, amarelo para ednoy faixa 2 pH: 10,1 a 12, 1, de vermelho
para roxo ), azul de bromofenol (pKa 4,10, faixa B a 4,6, de amarelo para azul), azul de timol
(pKa 1,65, faixa 1 pH: 1,2 a 2,8,vermelho para &amapKa 9,20, faixa 2 pH: 8,0 a 9,6 de amarelo
para azul), vermelho de clorofenol (pKa 6,25, fgoké 5,2 a 6,8, amarelo para vermelho) em 1
mg por ml de solucdo de acetato de celulose enorsetApds completa solubilizagdo dos
corantes, foi adicionado 150 pl do plastificantee&n® 20 e executado um novo processo de
agitacdo. A mistura foi colocada em uma placa dei lRedeixada na capela a temperatura
ambiente por uma noite até completa evaporacéwolderge e formacdo da estrutura polimérica.

As membranas prontas foram cortadas com furadooldea e colocadas sobre uma placa de Petri,
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estas eram escaneadas, nos estudos iniciais, @rgp8s 0 contato com o vapor das aminas
(trietilamina, isobutilamina e isopentilamina) segglamente, por dez minutos em um dessecador
de vidro. Ambas as imagens eram adquiridas paramgmvacdo da mudanca de coloragao e
extracado dos parametros RGB. Apds os primeirosdess imagens foram registradas com uma
camera de celular (iPhone® 4S), Figura 3.1, e deslde RGB eram extraidos com o auxilio de
um aplicativo desenvolvido no laboratério [18][8F imagens foram registradas com um celular e
para controlar a luminosidade ambiente, elas faegistradas utilizando uma camara construida
com um plastico (polimetilmetacrilato) preto e LEf@a que a iluminacao fosse sempre a mesma.
Os valores de RGB foram utilizados como dados de@ém para as ferramentas quimiométricas
PCA e HCA, utilizando também um mapa de difererfmaémbos os tratamentos quimiométricos
foram realizados no software Statistica 12.0 (8tfat8c., Tulsa, OK, USA).

Figura 3.1: Camara fechada de polimetacrilato de metila quaipe uma distancia focal fixa e

iluminacdo homogénea através do uso de leds.
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Discriminagédo de aminas em amostras de carne

Para avaliar a aplicacdo do método em uma amestrforam utilizadas amostras de carne
bovina moida contaminadas com as aminas isobutinsopentilamina e trietilamina. Para isso,
2 g de carne foram contaminados com vapores camtsath uma das aminas individualmente. No
experimento, 10 pl de cada amina foram colocadosiram pré-camara para que sua fase gasosa
estivesse em contato com a amostra de carne nfanmgoada em uma segunda camara. Apos este
processo, a carne contaminada foi colocada na eAfdessecador de 400 ml) com o conjunto de
membranas responsavel pela discriminacdo (senkwimeétrico feito em uma matriz polimérica).
Um experimento sem a contaminacdo da carne tamloémedlizado, a fim de permitir a

comparacgao dos resultados.

2.4.1. Deteccao de aminas biogénicas

Desejando avaliar o desempenho do método paraecdetde outras aminas, trés aminas
biogénicas foram testadas: tiramina, putrescinadawerina. Por se tratar de compostos na forma
sélida e altas temperaturas de vaporizacao, asdsuiss tiveram que ser usadas na forma liquida,
apos uma etapa de solubilizacdo desses compost@gemdesionizada. Para os experimentos
foram utilizadas também o sensor colorimétricoofedm uma matriz polimérica contendo
indicadores de acido-base. Seguindo 0 mesmo proeeth para os testes em fase gasosa, as
membranas foram fotografadas antes e apds ent@areocontato com os analitos para o calculo do

mapa de diferenciacao.

2.4.2. Discriminagdo de micro-organismos patogénicos

Com o objetivo de discriminar micro-organismos se@ios compostos volateis por eles
produzidos durante o processo de colonizagdo, @estécies de micro-organismddepsiella
pneumoniag Esherichia coli Proteus mirabilise Proteus vulgariy foram avaliadas usando
corantes incorporados as membranas e um smartgloome detector. As quatro espécies foram
escolhidas por estarem relacionadas a casos danuoatdo de alimentos e por apresentarem

altos graus de patogenicidade. Os experimentosmforealizados em um laboratorio de
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microbiologia, sob a supervisdo da microbiologhiiaon Cottell, da Universidade de Surrey, com

os devidos cuidados de seguranca.

Para isso, as membranas de acetato de celulose fapaicadas como citado no item 2.4.,
utilizando os mesmos corantes, e essas membrarzs tmlocadas em contato com as culturas
dos quatro micro-organismos supracitados. Entreteemtes desse contato, as espécies foram
subcultivadas durante 24 horas a 37°C em nutriagae. As suspensdes de células das bactérias
foram preparadas em solucédo bacterioldgica saRBS) e ajustadas para uma densidade celular
de 3 a 12,5 x TOCFU (o inglés Colony forming unit — unidade de formagh® colonia¥

utilizando espectrofotometria, e confirmado cormaanica de diluicdo em série Miles-Misra [105].

Aliguotas de cada uma das suspensdes de célutar fspalhadas sobre a superficie de
placas de Petri de 4,5 mm de didmetro que j4 dwtino arranjo de sensores na tampa, e
incubou-se a 25°C e 37°C. Placas preparadas apemasutriente agar (sem bactéria) foram
incubadas de forma idéntica para serem utilizada&soccontrole. Fotos das membranas foram
registradas antes e depois do periodo de inculj@@m@oo célculo do mapa de diferenciagéo, e

esses valores deRGB foram analisados com as ferramentas quimiocaéfitem 2.4.4).

2.4.3. Andlises quimiomeétricas dos testes colorimétricos

Os valores de RGB foram extraidos usando um apicaOS desenvolvido com o
propoésito de medir os valores de RGB de cada merabmlorida ou um scanner, nos
experimentos iniciais. Um mapa de diferenciacdmbdido a partir da diferenca entre os valores
de RGB ap0s a exposi¢cédo ao analito menos os valerBEGB extraidos antes da exposicdo, como
mostrado no Esquema 3.2. Cada mapa é represemadib pralores de R, G e B (cada mapa
contem 5 corantes e cada corante fornece 3 vallerd®, G e B). Estes mapas de diferenciacéo
foram usados como dados de entrada para as feasn&o supervisionadas PCA e HCA. Para
avaliar o desempenho quantitativo das membranaméritas, foi utilizada uma abordagem
baseada na resposta colorimétrica dos spots patimsérsando a distancia euclidiana (DE) versus

a concentracdo de cada amina usada, que podepsessx pela equacao (1).
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2 2 2
(AR) spot vermelho de metila + (AG) spot vermelho de metila + (AB) spot vermelho de metila +
(AR)glizarina + (AG)glizarina + (AB)Z +

alizarina
2 2 2
(AR)azul de bromofenol + (AG)azul de bromofenol + (AB)azul de bromofenol + (1)

(AR)gzul de timol + (AG)gzul de timol + (AB)Z

azul de timol +

DE =

2 2 2
\ (AR)vermelho de clorofenol + (AG)vermelho de clorofenol + (AB)vermelho de clorofenol

Esquema 3.2Metodologia para obtencédo dos padroes RGB utilizamd software de imagem.
Mesma proposta foi realizada utilizando o softwzae iOS.

® O O O
0 ON

Antes Apos

Exposicao do dispositivo & amostra

Passo 1 — Imagem digitalizada dos dispositivossaatapds exposi¢cdo a amostra

Cores Padrio RGB Spot1 B

1
/ [ Priméria v| [ <<Menos | | FGE |
‘ 3 RoE— 255
o] [@O]|m =
= f B p— O3
e 0@ e

HSV

H: B ma 0
Antes Apds B2 & | 00
v I 100
Transparéncia - Alpha

| 5

Exposicéo do dispositivo @ amostra

Passo 2 — Imagem da tela do software e extracéimfdamacdo RGB. Essa informacéo foi feita

no centro do dispositivo (com um raio definido pmevente) para evitar efeitos de borda.
Exemplo, para o spot 1
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Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4

R GB R G B R GB R GB
Amostra1 [255600 2552160 127510 127 1060]

Passo 3 — Matriz para o dispositivo antes de sposto antes de ser exposto a amostra.

Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4
R G B R G B R G B R GB
Amostra 1[ 0255255 255255255 0255144 127 106 0]

Passo 4 — Matriz para o dispositivo apds ser expastes de ser exposto a amostra.

Spot 3 Spot 4

R GB R GB R GB R GB
Amostra1 [25500 2552160 12 0 127106 0]

1 Spot 2 Spot 3 Spot 4
R G B R G B R G B R GB
Amostra 1[0 255255 255255255 0255144 127106 0]

Amostra 1[-255 255255 038255 127204144 000]

Passo 5 — Subtracdo dos valores RGB ap6s e antegpsicado dos dispositivos a amostra, para
obtenc&o do dado de entrada do algoritmo quimioim@tVale salientar que o0 mesmo sera feito
para padrdes de diferentes concentracoes.

Passo 6 — Entrada dos dados no algoritmo quimiocgpara tratamento dos dados.

2.5. Discriminacdo de aminas utilizando sensor piezoel&to (fase vapor)

Verificada a possibilidade de discriminar as amim#lizando dados extraidos dos sensores
colorimétricos, iniciaram-se testes para utilizar membranas fabricadas como materiais para
modificacdo de sensores de piezoelétricos. Pama fiziam realizados testes com membranas de
celulose modificando a superficie do ouro dos agstle quartzo da microbalanca. Os filmes
foram feitos com acetato de celulose solubilizatioaeetona (20 mg mt) e apés a adicéo de 30

ul do plastificante Tween® 20 para cada ml de smudtilizou-se um modulo de microbalanca
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de cristal de quartzo da Metrohm (Utrecht, Netmel$, cristais de quartzo (6 MHz) recobertos
com ouro (Piezo Parts Co. Ltd., Japdo). Para castiida realizada, foram utilizadas {tQ de
solucéo de acetato de celulose com plastificantiifro@do, ou ndo, com os indicadores utilizados
anteriormente sobre a superficie de ouro do crilgajuartzo. Apds a modificacdo da superficie
esperou-se 15 minutos para a completa secagem rarare sobre o eletrodo e as medidas de
frequéncia foram adquiridas. Diferentes volumes @0 50 e 10QuL) das aminas trietilamina,
isobutilamina e isopentilamina foram adicionadesre camara fechada de arraste de gas descrita
no Esquema 3.3. Dados de frequéncia e tempo fotdizados como dados de entrada para a

ferramenta quimiométrica PCA.

Esquema 3.3 Representacdo esquematica da camara de gaaddilws experimentos utilizando
medidas de frequéncia de oscilagdo do cristal datzpu (do inglés QCM — Quartz Crystal

Microbalance)

P

Amina acm

Em uma segunda configuracdo, a bomba foi removidaigstema com o intuito de deixar o
sistema mais simples, com um menor volume mortene & necessidade de diluicdo dos analitos
com o ar atmosférico. Para cada experimento, Japdatligcdo do polimero (acetato de celulose)
foram colocados sobre os eletrodos e eles foramssegor 15 minutos em sistema fechado, a
temperatura ambiente para formacdo da membranamFayistrados graficos de frequéncia em
funcdo do tempo para a exposicdo do sensor madiificea fase gasosa contendo as aminas

isopentil, isobutil e trietilamina. Os dados degfréncia maxima, inclinacdo até atingir a
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frequéncia maxima e tempo de estabilizacdo do dmditequéncia para cada tipo de membrana e
composto analisado no sistema foram utilizados catados de entrada para a ferramenta
quimiométrica PCA (Analise de Componentes Pringipai

A fim de comparar o comportamento do polimero Py@li€loreto de vinila) também foi
testado e, para isso, uma solucdo 12 Mddi preparada em THF (tetraidrofurano), utilizando
BEP (dioctil ftalato — do inglésbis(2-ethylhexyl) phthalajecomo agente plastificante. A
membrana de PVC foi utilizada da mesma maneirsaaquembrana de acetato de celulose, isto é,
5 pl dessa solugcéo foram colocados sobre o elegams um tempo de secagem de 15 minutos
em sistema fechado e temperatura ambiente as rsatkdaequéncia foram realizadas com as trés
aminas estudadas. Os mesmos dados (frequéncia aaxioiinacdo até atingir a frequéncia
méaxima e tempo de estabilizacdo do sinal de freagforam utilizados como dados de entrada
para a PCA.

2.5.1. Andlises quimiomeétricas dos dados de QCM

No caso dos experimentos utilizando os cristaézq@létricos e os filmes de polimeros, os
dados utilizados como entrada para a ferramentmiguoiétrica foram: frequéncia maxima,
inclinacdo até atingir a frequéncia maxima e temdpcestabilizacdo do sinal de frequéncia dos
compostos no sistema para as diferentes membratia®pcas que modificaram a superficie do
cristal de quartzo. Com estes dados, no softwaadistita (Statsoft, USA), foram realizados
gréficos de escores que discriminaram as trés angioia eletrodo limpo, recoberto com acetato

de celulose e PVC.

3. Resultados e discussao

O desenvolvimento de método analitico barato qumifee em tempo real deteccdo entre
diferentes tipos de contaminacdo e de maneira edioiiva evitando o consumo de alimentos
contaminados € de grande interesse para consumidorarejistas. Uma grande vantagem desse

tipo de dispositivo é a protecdo dos consumidooesra doencas transmitidas por alimentos, além
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da protecdo da reputacdo dos varejistas. Uma solgg& atenda a esses requisitos € o
desenvolvimento de dispositivos colorimétricos mpooados a embalagem dos alimentos, como
uma forma de tecnologia de embalagem inteligen®][1As mudancas de cor ocorreriam em
tempo real na presenca de VOCs (e/ou subprodutastel@sse) ou outros responsaveis pelo
crescimento microbiano, o que seria de interesswdes na cadeia de alimentos. Diamond e
colaboradores [107] propuseram o uso de uma nlimeérica usando um Unico corante sensivel
ao pH que mudava de cor na presenca de compostawisoliberados por alimentos para

monitorar a deterioragdo de peixes. Vale destagaraqutilizagdo de uma matriz de indicadores
colorimétricos poderia levar a uma melhor discregio de diferentes micro-organismo

responsaveis pela deterioracdo de diferentes dlisiemo invés de um sensor colorimétrico

singular.

Parte I: Dispositivos colorimétricos

Estudos preliminares (lingua eletrénica voltamétac

Como nosso objetivo inicial era desenvolver e estaedfuncionamento de um dispositivo
hibrido (lingua e nariz eletrénicos) que possimie a discriminacdo de micro-organismos através
de compostos volateis liberados por organismosntiei@ processo de coloniza¢do nos alimentos,
tentamos desenvolver uma lingua eletrénica voltacaétjue possibilitasse a discriminacdo de
compostos volateis produzidos pelos micro-organssemo solugcdo aguosa. Para tanto, houve uma
busca na literatura a respeito e foram escolhidgsna compostos simples, porém que
apresentassem eletroatividade e que pudessemopw@onar algum sinal analitico que pudesse

ser extraido pela lingua eletrénica voltamétrica.

Sendo assim, foram utilizadas solucdes aquosasré&de acoois (etanol, metanol e
isobutanol) e um aldeido (acetaldeido), que sdanalglos compostos liberados por micro-
organismos patogénicos. As solucdes acidas foracioaddas aliquotas dos compostos citados
anteriormente até que eles atingissem concentragée®20, 50, 100 e 200 mmol™Le
voltamogramas ciclicos foram registrados. Os tadat das adicbes sucessivas podem ser

observados nos graficos a seguir (Figuras 3.2)a 3.5
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Etanol

O etanol € o mais comum dos &lcoois, obtido a rpadi fermentacdo de acucares,
hidratacdo do etileno ou reducdo do acetaldeiddtoMuilizado na fabricacdo de bebidas e como
combustivel automotivo. Este &lcool também €& um dospostos produzidos por micro-
organismos e que pode ajudar na identificacdo gécess de bactérias patogénicas bastante
importantes como Salmonella e Shigella [93]. Seacgsso de oxidacado sobre diferentes
superficies eletrodicas foi bastante estudado tesafura [108]-[110]. O perfil observado na
Figura 3.1 mostra a oxidacao de etanol na supedizieletrodo de platina gerando como produtos

acido acetico, acetaldeido, além de uma pequemdidade de dioxido de carbono.

I/mA

05 00 05 10 15 2.0
E/V vs Ag/AgCI

(sat)

Figura 3.2: Voltamogramas ciclicos registrados com eletrodpldgna em eletrdlito suportam
adicBes de etanol 20 (linha magenta), 50 (linheneéra), 100 (linha verde) e 200 mmét (linha
azul) e branco (linha preta). Eletrélito de supo#&Osz 0,5 mol L' + HNO; 10 mmol L,

velocidade de varredura: 50 mV.s
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Em meio &cido, a concentragdo de etanol influenaiguantidade de produtos formados
[111]; com o aumento da concentracdo de etanabaupo majoritario passa de acido acético para
acetaldeido. Pois a agua, que é essencial parmecér oxigénio para a formacdo de espécies
como diéxido de carbono e acido acético, ndo careseg adsorver na superficie da platina, que
tem os sitios ativos ocupados pelo alcool. A aqass® pelo seguinte processo na superficie do

eletrodo em meio ndo tdo acido, equacao 2:

Pt + H,0 — Pt — Hy0,4; » Pt — OHpys + Ht + e~ (2)

Nos voltamogramas, podem ser observados perfisoodeaates com a literatura [112]. Na
varredura positiva é possivel observar dois picosaproximadamente 0,6 e 1,05 V, sendo o
primeiro pico correspondente ao processo de formdeduma camada de O0xido sobre a superficie

do eletrodo de platina (2), além da adsorcao dektaquacao (3).

Pt + HyCCH,0H,,, — Pt — HyCCH,0H 4, 3)

A reacao representada em (2) fornece o segund@rogigiecessario para conversao aos
produtos dioxigenados, como didxido de carbonaaoagacético. O segundo pico (1,05 V) refere-
se ao processo de oxidacao do etanol, gerandoodstps CQ e acido acético. Os mecanismos
propostos sdo a adsorcéo de etanol no eletrodoxXi@pcao dele a acetaldeido (4) e em seguida a

acido acético (5).

Pt — HyCCH,0H a4 — Pt — HsCCHO s + 2H™ + €~ (4)
Pt — HyCCHO 45 + Pt — OHyys — 2Pt + Pt — H;CCOOH,,, + HY + e~ (5)

O pico existente em aproximadamente 0,3 V na vareedeversa mostra a reducdo da
camada de oxido formada na varredura positiva. Piglara 3.2 é possivel observar que quanto
maior a concentracdo de alcool menor o pico, osugere o envenenamento da superficie do
metal com um dos produtos da oxidagdo do etanindindo assim, os sitios ativos na superficie

do eletrodo.
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Metanol

Diferente de outras moléculas organicas pequenagtanol tem sido assunto de muitos
estudos, uma vez que € interessante para a uitizagy células a combustivel [113], [114].
Poucos sdo os materiais sobre os quais o metamalsseve. Em solugcdo acida soé platina e ligas
de platina apresentam eletroatividade para a o&aa@p metanol e estabilidade em condicfes
operacionais. Sendo esta a razao principal parguase todos os estudos mecanisticos a literatura
estejam concentrados sobre estes materiais [115¢xi8téncia de varios intermediarios na
oxidacdo do metanol € de consenso de diversos ipadques, entretanto, ainda ndo esta
completamente esclarecido o mecanismo pelo qualprssesso de oxidac&o ocorre na superficie

desses eletrodos.

Este alcool também pode ser produzido por alguicsororganismos patogénicos, mas
guando aparece juntamente com etamluma coldnigode significar que aquela € uma colbénia

de Salmonella, um patégeno comum em derivados e [88].
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0,4~
0,3+
0,2

0,14

I/ nA

0,0+

0,1

-0,2-

-0,5 | 0:0 | 0:5 | 1:0 | 1,5 2,0
E/V vs Ag/AgCI (sat)

Figura 3.3: Voltamogramas ciclicos registrados com eletrodpldgna em eletrolito suporte com
adicbes de metanol 20 (linha magenta), 50 (linhaetha), 100 (linha verde) e 200 mmot L
(linha azul) e branco (linha preta). Eletrélito sigporte: KNQ 0,5 mol L* + HNO; 10 mmol L,

velocidade de varredura: 50 mV.s

A Figura 3.3 mostra o processo de oxidacdo do raketgure, como sugerido por Breiter

[116], consiste de reacOes paralelas, que podeforsenladas como:

Esquema 3.4Reacbes paralelas para o processo de oxidagcdetdowh

CDad - COZ

CH3;OH —p (Intermediarios adsorvidos)
HCHO, HCOOH—» CO;
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Ambos os caminhos requerem um catalisador, que slaveapaz de dissociar a ligacéo C
— H e facilitar a reagcédo que gera produtos queettiatm oxigénio para formar didéxido de carbono
(ou acido metanoico). A platina, que é o melhoalisdor conhecido para a quebra de ligacéo C —
H, tem a oxidacdo ocorrendo via dois diferentesgssos [117]: o0 primeiro envolve adsor¢ao das
moléculas de metanol, o que requer diversos sitives na superficie. Uma vez que o metanol
ndo é capaz de deslocar atomos de hidrogénio ambemte adsorvidos na superficie metélica, a
adsorcéo de metanol sé comeca em potenciais orslddsasuficientes de platina livres de atomos
de H. O segundo processo, formacdo de espéciemgeliaxas, como CQCe acido metanoico,

requer a dissociacdo da agua, que é a doadoragéiaxpara a reacao.

A desidrogenacdo do metanol ocorre em varias etapgerindo a presenca de diversos
adsorbatos. O CO, um deles, atua como um venepeciabnente em baixos potenciais e também
como um intermediério da reacdo que gera.@MOH gerado da molécula de agua ou mesmo
uma molécula de 4gua adsorvida na superficie dmglsdo vistos como participantes da reacdo

necessaria para oxidacao do g{118].

Os picos de reducdo mostrados na Figura 3.3 sugquema superficie da platina é
envenenada por algum adsorbato, pois esses siaat®rdente sdo menores quanto maior a
concentracdo de metanol adicionada a solucdo, csgumpde aos picos de oxidacdo vistos na
varredura positiva, por volta de 0,5 V, que aumartam a concentracéo do alcool.

Isobutanol

O isobutanol € um alcool produzido naturalmenteadigr a fermentacédo de carboidratos,
mas pode também ser um subproduto do processocoengesicdo de matéria organica. Além
disso, pode ser encontrado em processos de datggode alimentos por colonizacdo de bactérias
gue pode ser detectado por técnicas analiticag.[B1® o momento, ndo foram encontrados

relatos de seu mecanismo de oxidagdo em supeatéiqiatina na literatura.
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0,4-
0,3-
0,2-

0,1+

I/mA

0,0

-0,1-

_0’2_

; , ;
-0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0

E/V vs Ag/AgCI (ost)

Figura 3.4: Voltamogramas ciclicos registrados com eletrodpld&na em eletrdlito suportem
adices de isobutanol 20 (linha magenta), 50 (lirgranelha), 100 (linha verde) e 200 mmél L
(linha azul) e branco (linha preta). Eletrélito sigporte: KNQ 0,5 mol L* + HNO; 10 mmol L,

velocidade de varredura: 50 mV.s

Acredita-se que a oxidacdo deste alcool leva a doéim de didéxido de carbono e
intermediarios como 2-metil propanal, propeno, @tate isobuteno [120]. A Figura 3.4 apresenta
um pico de oxidacao por volta de 1,05 V que reprtasprovavelmente a formacéo de O
processo completo de oxidacédo, pois 0 mesmo auroenta aumento da concentracdo da espécie
estudada. E possivel ver também um pico de redeigAaproximadamente 0,35 V na varredura
negativa que diminui com o aumento da concentrdedalcool adicionada. Tal comportamento é
creditado a adsorcdo de intermediarios da reacaxidacdo completa a didéxido de carbono na
superficie metalica, uma vez que, parte da arésatva da superficie eletrodica esta bloqueada.

Comportamento similar foi observado para o etanol.
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Acetaldeido

O acetaldeido é um dos compostos liberados ponsligéneros de bactérias e que pode ser
utilizado no processo de discriminacdo de bactd@egénicas em colonizacdo de alimentos ou
mesmo em sistemas fisiologicos humanos, podendsacaoencas graves, como por exemplo, a
pneumonia. Ele também & um intermediario da el@tidacdo do etanol a acido acético e compete

com a oxidacao completa do alcool a;C@minuindo a eficiéncia deste processo.

Rasch [121] mostrou que em solucdes mais diluidazcdtaldeido (0,01 moll), 0 CQ é
0 Unico produto da oxidacdo do aldeido em superfie platina, enquanto ambos £&®acido
acético foram obtidos em soluges mais concentrg@ldse 1 mol [Y). Mello et. al [122]

avaliaram diversos caminhos de eletro-oxidac&doegjaacoes (6) e (7) mostram alguns resultados.
CH3;CHO + H,0 — CH3;COOH + 2H* + 2e~ (6)

CH;CHO + 3H,0 — 2C0,+ 10H* + 10e~ @)

56



CAP. 3 — CONTAMINACAO BIOLOGICA

0,4-
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Figura 3.5: Voltamogramas ciclicos registrados com eletrodpldgna em eletrdlito suporte com
adicdes de acetaldeido de 20 (linha magenta),fita(vermelha), 100 (linha verde) e 200 mmol
L* (linha azul) e branco (linha preta). Eletrélitosigorte: KNQ 0,5 mol L* + HNO; 10° mol L

! velocidade de varredura: 50 m¥/s

Na Figura 3.5, é possivel observar dois picos n@gara positiva e um pico predominante
na varredura negativa, que representa a reduc@ardada de 6xido formada na superficie da
platina na varredura positiva. Dioxido de carbonacilo acético sdo os provaveis produtos da
oxidacdo do acetaldeido [121][123]. O pico existepbr volta de 0,6 V pode corresponder a
formacéo de C& como foi sugerido na literatura [123]. Contuda,dutro pico por volta de 1,0 V
gue nao corresponde a producdo de.@@ acordo com este resultado, acido acético paec
formado nesta regido de potencial; no trabalhaaetapelo autor, ele ndo péde ser detectado,
provavelmente por causa de sua relativamente haibadilidade além de seu equilibrio com a
forma anidnica em solucdo. O aumento de ambos ams mom a concentragdo mostra que o

rendimento dos produtos esta relacionado com seotregao do acetaldeido em solugéo.
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Discriminacéo qualitativa das espécies volateis alisadas

Os resultados obtidos pelos experimentos voltameétrmostram que as substancias
analisadas apresentam sinais analiticos concoslanta a literatura e que podem ser utilizados
para discriminacdo entre 0s compostos e consequeetgificacdo de algumas espécies de
bactérias. Em todos os compostos analisados feiyes/er a dependéncia da concentracdo dos
alcoois e aldeido com os picos observados, mostrgnd o0 método é sensivel a deteccdo dessas
substancias, o que seria util no processo de wis@cdo de bactérias. Além disso, cada
voltamograma apresenta um comportamento Unico, ‘imaresséo digital eletroquimica”, que

pode ser correlacionada com o composto estudado.

Os sinais analiticos gerados, neste caso os valeresrrente referente a cada potencial
estudado, foram utilizados como dados de entrada gderramenta quimiométrica PCA e com
isso foi possivel obter a discriminacao reportagla grafico de escores na Figura 3.6. NA Figura
3.5 é possivel ver uma clara discriminacdo entrguzro compostos na concentracdo de 200

mmol L, o que nos deu indicios de que o método propeatpremissor.

Haja vista que a quantidade de compostos emitilies peicro-organismos € relativamente
pequena, nossa ideia era pré-concentrar os conspuestateis provenientes da colonizacdao de
micro-organismos patogénicos em alimentos em unmaach fechada para posterior coleta e

deteccdo com um sensor eletroquimico descartavel.
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Figura 3.6. Grafico de escores obtido a partir dos voltamagigregistrados com solugdes de 200
mmol L™ de etanol (triangulo para cima azul), metanot(dé vermelho), isobutanol (triangulo
ciano para baixo) e acetaldeido (quadrado pret@atngdo 10 mmol t de HNG + 0,5 mol L*
KNOj5 utilizando eletrodo de platina. Velocidade de eduara: 50 mV 3.

Esta primeira etapa foi concluida com sucesso, moaso objetivo era obter registros de
concentracdes ainda mais baixas e ainda testasogubstancias neste sistema. Entretanto, novos
testes foram realizados e néo foi possivel dimimuiito a concentragdo dos compostos analisados
e ainda permitir a discriminacdo deles utilizandteesistema. Entdo a partir dai passamos a

pensar em outras maneiras de fazer a detecca@ohpostos volateis.

Outra abordagem para a discriminagcdo dos microases poderia ser a medicdo dos
compostos volateis diretamente sobre a superficigedsor, na forma gasosa, a partir de medidas
de resisténcia. Isto seria importante para queho@wesse diluicdo dos compostos em solucao, o

que resultaria em uma melhora no limite de detecéécetapa de pré-concentracdo destes
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compostos volateis ap0s a colonizacdo de bactéinas seria importante e nesse momento néo

havia sido descartada.

Os primeiros ensaios que visavam obter sinais tama] medidas de resisténcia,
diretamente com os compostos gasosos foram reasizadizando um conjunto de dois eletrodos
separados por 10 um recoberto com filme de um potimondutor. O filme foi produzido com
anilina, como citado na secao 2.2. O filme foi caldo sobre um eletrodo rotatério disco-anel de
platina, que foi colocado dentro de uma camaraa@ehpara a qual foram bombeados os
compostos a serem estudados, um de cada vez. ik&osgos compostos volateis na camara foi
realizada com uma bomba de aquario juntamente gancamutador, onde foi possivel fazer a
passagem de ar e do composto volatil, 30 seguratts ©s primeiros dispositivos inteligentes
utilizaram esse tipo de medida para extrair infa@wada solucdo e séo utilizadas até hoje por
grupos da Embrapa [124]e que desenvolvem narisdHeicos. O principio fundamental desse

dispositivo € a alteracdo da condutividade ou t&sisa medida devido a interagdo quimica

existente entre o gas e o polimero condutor.

Assim, o perfil obtido para esse dispositivo fahdic pode ser visto na Figura 3.76, onde
fica claro que durante a passagem do compostoagkipdeste caso etanol, o sinal de resisténcia
aumentou, enquanto que durante a passagem deaoy ale resisténcia diminuia retornando para

o valor inicial.
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Figura 3.7: Medidas de resisténcia obtidas com a utilizagdard filme de polianilina sobre um

eletrodo disco-anel de platina em uma camara reepga e auséncia de etanol.

Como os resultados apresentados por este sistemm@sieavam promissores, a proxima
etapa do trabalho seria discriminar esses compos&rs como outros volateis utilizando uma
célula em fluxo com sensores para gases fabricawlalaboratério utilizando eletrodos
interdigitados modificados com polimeros condutocapazes de detectar e discriminar 0s
compostos com a ajuda de ferramentas quimiométfioeem nao foi possivel obter resultados
satisfatorios ao avaliarmos diferentes concentsagie até mesmo compostos distintos. Neste
momento, decidimos repensar a forma de interac&oosocompostos e na possibilidade de obter
sinais analiticos de uma outra maneira. Como dithpas colorimétricos estavam sendo utilizados
no laboratorio [18], resolvemos testar alguns amstys utilizando um sistema colorimétrico
tendo o papel como substrato. A parte interessgeggse ponto é que esse substrato poderia pré-
concentrar o analito da fase vapor resolvendo uméatdo dos dispositivos voltamétricos

utilizados anteriormente.
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Testes com dispositivos colorimétricos

O papel € um material de baixo custo, facil de etrao e trabalhar, sendo essas as razdes
para uma primeira abordagem visando ao desenvottiméo dispositivo colorimétrico para
deteccdo dos VOCs, além da possibilidade de préeotracdo destacada anteriormente.

Primeiramente foram realizados testes com solucdes analitos anteriormente
mencionados, e novas aminas responsaveis pelandisagdo de micro-organismos, solubilizados
em dimetil sulféxido nas concentraces, em mmdtl 5,03 (isobutilamina), 3,59 (trietilamina),
8,56 (etanol), 12,36 (metanol), 8,74 (acido acétiéB0 (isopentilamina), 6,54 (2-propanol), 6,81
(acetona) e 5,02 (formaldeido). Cada sensor canfinspots (referente a cada analito citado) onde
os corantes, em solucdo,( vermelho de metila, ral@aazul de bromofenol, azul de timol,
vermelho de clorofenol) eram impregnados; eles exacaneados e, apos isso, as solug¢des dos
analitos eram adicionadas a estes spots; uma moagem era registrada ap0s esta etapa. As
informacdes obtidas foram os valores de RGB de spda utilizado. Assim como descrito na
secao 2.4.4., um mapa de diferenciacao foi caloulséndo os valores da diferenca de RGB da
imagem antes e apos a adicdo dos analitos. Osesatiar diferenca de R, G e B em cada spot

foram utilizados como dados de entrada para aanfemtas quimiométricas.

Com o tratamento estatistico dos dados foi possiv&trvar uma boa discriminacdo entre
os grupos funcionais dos analitos estudados (Fi@uBa sendo possivel verificar uma boa
separacdo das aminas dos demais compostos ansligadigscriminacdo de compostos volateis de
diferentes grupos funcionais é importante, umaquez estes podem ser produtos de degradacao
lancados por micro-organismos patogénicos ao cdoralimentos, como dito anteriormente.
Estes micro-organismos podem ser causadores deatoee origem alimentar, sendo que algumas

delas podem acarretar graves consequéncias.
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Figura 3.8 Gréfico de escores (PCA) obtido a partir dos nesiale RGB extraidos do dispositivo
em papel de filtro modificado com 5 indicadorespdte (vermelho de metila, alizarina, azul de
bromofenol, azul de timol, vermelho de clorofenol).

Ao analisarmos a Figura 3.8, pode-se perceber gsenmque haja uma separacao entre 0os
grupos funcionais dos analitos, a separacao eetreeatos da mesma classe funcional ndo € muito
clara. No grupo dos alcoois podemos ver o grupadasstras de etanol e 2-propanol se misturam
enguanto isobutilamina e isopentilamina seguem smmecomportamento do grupo das aminas.
Na tentativa de se obter uma separacdo ndo sO egnipds funcionais mas entre todas as
substancias analisadas, novos testes foram readizathntendo as condic¢des iniciais.

Os resultados destes experimentos (ndo mostragkfg)mam o problema de discriminacéo

entre os alcoois, enquanto as aminas conseguemiseeiminadas entre si. Os alcoois sdo os
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analitos que apresentam as menores diferencas @htvalores de RGB em contato com 0s
corantes, 0 que mostra que a interacdo ndo é migitoficativa. Tais resultados se devem a
diferenca de pH entre os analitos, as aminas apgeseanaior basicidade que os alcoois estudados
e por essa razao a interacdo com estes corardesitada.

Tendo em vista a basicidade dessas aminas e sodegparticipacdo em processos de
deterioracdo, elas foram utilizadas como molécuoiaslielo para o desenvolvimento do método
proposto. As aminas utilizadas foram as mesmastifarina, isobutilamina e isopentilamina) e
elas foram escolhidas pois participam do processaeaterioragcdo de muitos alimentos, como
produtos de degradacgéo de proteinas, que produnémasana descarboxilacdo dos aminoéacidos.
Como exemplos, podemos apontar as rea¢des do Esqueni25]:

Esquema 3.5Descarboxicdo de alguns aminoacidos para produzinas.

O

HzN\)J\ —®  H;C—NH,
OH

metilamina
glicina

o CH;
HJC /\)\
oH T ™ HN CH,
isopentilamina
CHj5 NH;

leucina

o}
H N — N WNH;
OH cadaverina
NH

lisina

Isopentilamina e isobutilamina, por exemplo, sdooatradas em micro-organismos da
familia das enterobactérias [126][94], a maior edosa de sintomas de doencas de origem
alimentar entre as bactérias, além de causar 95%nficdes e 35% das septicemias, infec¢des
gastrointestinais e até meningite. Entre 0s micgasismos em que podemos encontrar estas
aminas esta o génekdebsiellg responsavel por causar pneumonia e esta envawdeasos de

contaminacdo por alimentos [127]. Adicionalmentsopentilamina € um produto da
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descarboxilacdo da leucina [128], isobutilaminadgpzida a partir da degradacao de L-valina em
bactériasProteus vulgarise Pseudomonas cocovenaifs29]. Trietilamina estd presente em
diversos tipos de alimentos, € um poluente ambienpgde causar intoxicacdo em pessoas que

ingerem alimentos com esta amina [130].

O procedimento realizado para a deteccdo das ammaafrma de vapor foi como
reportado na secdo 2.4. A amina foi colocada nadoliquida concentrada (10 pl) dentro de
camara e seu vapor pdde interagir com o papelpéegmado com a solugédo do corante (também
com 10 pl). Da mesma maneira, foram extraidos ealde RGB do papel das imagens registradas
com uma scanner de mesa antes e depois do cootat@s aminas. O resultado do tratamento

estatistico tendo os valores de RGB dos cinco tesariilizados pode ser visto na Figura 3.9.

PC2 (16,35%)

s 4 ¢ 5
PC1 (48,75%)

Figura 3.9: Grafico de escores (PCA) obtido a partir dos nelale RGB extraidos dos papeis de
filtro coloridos com 5 indicadores de pH (vermett® metila, alizarina, azul de bromofenol, azul
de timol, vermelho de clorofenol) em contato comaasnas em concentracdo de 5 ppm—(

isobutilamina;e — trietilamina eA — isopentilamina).
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Neste ponto do trabalho, nos ja tinhamos em memnt® oderia se dar a discriminagédo
dos compostos volateis em matrizes alimenticiassaladeia era desenvolver uma embalagem
gue, além de recobrir o alimento, pudesse detexter adulteracdo (natural ou induzida) dele
através dos compostos volateis que o0s micro-ong@asispresentes emitissem na fase de
decomposicédo. Sendo assim, o papel poderia né reethor opgéo para este protétipo. E entdo
mesmo tendo apresentado uma boa discriminacdo afminas, como pode ser visto na Figura
3.9, comecamos a pensar em outra matriz para@eft em amostras alimenticias e que pudesse

apresentar uma maior pré-concentracado dos anastadados.

Na busca por novas formas de discriminacdo dosoroigganismos patogénicos, um
estagio de seis meses na Universidade de Suriglgtdrra, sob a supervisdo do Dr. Subrayal M.
Reddy (com bolsa do programa Ciéncias sem Frosetd€lrsF) foi realizado. Entre as abordagens
gue pude conhecer, a utilizacdo de membranas pataséa base de acetato de celulose se
mostrou vantajosa para o0 emprego em nossos testesmetricos. O polimero é de facil
fabricacdo (sintetizacdo), o material apresentaab&ixicidade (0 que o faz compativel com

amostras de alimentos), € de baixo custo e de fattgal.

Discriminacdo de aminas com membranas modificada®m indicadores de pH

Na tentativa de discriminacdo das aminas, novosrerpntos comecaram a ser realizados
com as membranas de acetato de celulose empreJamgle® 20 como plastificante e os
corantes vermelho de metila, alizarina, azul denlfenol, azul de timol, vermelho de clorofenol
para discriminar trés aminas alifaticas: trietilaaiisobutilamina e isopentilamina, como descrito

na secao 2.4.

O acetato de celulose € um polimero natural madifice um bioplastico com uma gama
de propriedades entre eles a biodegrabilidadeopl&tico € um termo usado para materiais de
embalagem provenientes de recursos renovaveis,ees@o considerados seguros para serem
utilizados em aplicacdes alimentares. Devido ascenmgte problema de eliminagédo de residuos, e
ao petréleo ser um recurso nado renovavel com gledds finitas, o interesse por embalagens
renovaveis tem aumentado. Adicionalmente, esseseriaiat podem ser personalizados e
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modificados em suas propriedades a fim de adquphoduto desejado para a finalidade esperada.
A mudanca nessas propriedades pode ser obtida atifizacédo de plastificantes, que sdo agentes
modificantes que podem resultar em maior rigidetal®lidade, alto brilho, entre outras. O
polimero também apresenta baixo custo de fabricacgmde, muitas vezes, ser reciclados,
reduzindo os impactos de seu uso [131], [132].

Quinze corantes de diferentes tipos foram testadas,apos diversos experimentos , cinco
corantes foram utilizados. Todos séo indicadorepHieque sdo acidos ou bases de Brgnsted e
Lowry que, por este motivo, apresentam cores difesenas suas formas protong#nd) e
desprotonadé@nd’), ou seja, mudam de cor com a mudanca de pH. A mgadade cor, resultante
da conversao entre a forma acida e a forma basioae devido a alteracdo da estrutura molecular
do indicador, que € provocada pela entrada ou saddg@réton (H). Consequentemente, a
modificacdo da estrutura do indicador leva a liserabsorvida em diferentes comprimentos de
onda, o que origina cores distintas para cada wsafa@mas. O equilibrio entre a forma é&cida
(HInd) e a sua base conjugadiad)) é determinado pelo pk o equilibrio entre a forma protonada

e desprotonada é representado pela equacao (10):

HInd S H* + Ind~ (10)

onde,HInd e Ind representam as formas acida e a base conjugadalidador. Com base na
proporcéo entre as espécies a cor da solucdo miuiasddo-se uma ferramenta Util para estimar

0 pH do meio e possibilitando a discriminacao dasas.

Assim, para cada valor de pH h& um valor para @orkd/ HInd que determina a cor da

solucédo. Logo, a cor da solucédo dependera da coacéa relativa dend” e Hind.

Baseado nisto, foi fabricado um dispositivo colainto a base de polimero de acetato de
celulose contendo um arranjo de cinco membranawidioélmente modificadas com cinco
indicadores de pH diferentes (alizarina, azul demwfenol, vermelho de clorofenol, vermelho de
metila e azul de timol), conforme ilustrado na F&B.10. Apos a fabricacdo, o dispositivo
contendo 5 membranas com cada um dos indicadgredados anteriormente, foi exposto a uma
Unica amina, a fim de avaliar as alteracdes nojoade cor de cada membrana modificado com os
indicadores (Figuras 3.10 A, B, C).

As imagens foram registradas dentro de uma camachada preta feita de
polimetilmetacrilato usada para controlar a lumidade do sistema durante a aquisicdo de
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imagens e para fixar a distancia focal, como desaa parte experimental. A camera utilizada
nessa etapa foi a do smartphone iPhohgoém sistema iOS), e um aplicativo desenvolvido
exclusivamente para este fim promoveu a extrac&ovdimres de RGB das imagens registradas
antes e depois das membranas entrarem em contatascaminas. O aplicativo extrai os valores
de RGB de uma area determinada pelo usuario, eriarfrégbte trabalho) de uma regido contendo
260 x 260 pixels, no centro do spot, além do depeidrdo de cada um dos trés componentes.
Cada mapa de diferenciacdo € representado porlafeyauma vez que cada mapa contém 5
corantes e cada corante da origem a trés valores:eRB. Uma matriz € montada com os valores
dos mapas de diferenciacdo, que servem de dadantdeda da ferramenta quimiométrica

resultando nos graficos de escores.
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@ @ 1. Alizarina
2. Azul de bromofenol
3. Vermelho de clorofenol
4. Vermelho de metila
@ @ 5. Azul de timol
Antes Depois Mapa de diferenciagao

Figura 3.10 Representacdo esquematica de cada indicador deoptispositivo e os perfis de
mudanca de coloracdo do arranjo de sensores er@dfwlacamina exposta: (A) isobutilamina, (B)
trietilamina e (C) isopentilamina, bem como os nsagka diferenciacao obtidos pela subtracdo dos

valores de RGB antes e depois exposicdo de 10 osirdd dispositivo na presenca da amina.

Concentracdo de amina = 5 ppm.

Na Figura 3.10, a distin¢do entre os perfis de cadstancia em relagdo ao arranjo pode
ser observada pelas mudancas nos mapas de diég@mncEmbora existam semelhancas entre as
espécies quimicamente parecidas, duas aminas m@&mgpor exemplo isopentilamina e

isobutilamina) podem ser discriminadas. A explicagara esta discriminagcao baseia-se no fato de
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gue as aminas sao fracas doadores de protons sequemtemente, as mudancas de cor na
presenca dos indicadores de pH é, por vezes, midisrgio atingindo a coloragdo mais extrema

para as formas acidas e basicas e, por consegakib#do uma mistura de cores entre essas
formas. Além disso, as mudancas de cor seriamv@sg0is as aminas apresentam polaridades
distintas, uma vez que, foram usadas aminas pamériterciarias e este fato também ajudaria a
justificar a solubilizagdo maior ou menor no indberda membrana. De acordo com a literatura
[133], a permeabilidade da membrana pode ser aaneibm adicdo de agente tensoativo como
Tweer® 20, e esta incorporagcdo pode alterar as propmsdéidico-quimicas da membrana em

solubilizar as aminas. Com isso, pode-se dizerdgigfatores seriam importantes para a mudanca
de cor na membrana, a solubilizacdo da amina nabna@@ e o equilibrio &cido-base do

indicador.

A partir dos mapas de diferenca obtidos na Figut@,3& discriminacdo entre os mapas de
diferenciacdo das Figuras 3.10A e 3.10C néo énfiaaite alcancado a olho nu e pode ser um
problema para os usuarios com dificuldade visuab#erenciar cores. As mudancas nos valores
RGB dos pontos 1, 3, 4 e 5 sdo sutis em algunsscéémw entanto, é possivel contornar esta
limitacdo extraindo os valores RGB, antes e degoisilcular os mapas de diferenciacdo. A Figura
3.11 mostram graficos de escores e pesos (PCAjosbé partir dos valores RGB dos mapas de

diferenciacéo para cinco replicatas, aléem do grafie HCA.
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Figura 3.11: (A) Grafico de
escores obtido a partir dos valores
de RGB extraidos das membranas
coloridas com 5 indicadores de
pH em contato com 3 diferentes
aminas @ — isobutilamina;e —
trietilamina eA — isopentilamina)
na concentragéo de 5 ppm.

(B) Grafico de HCA.

(C) Gréfico de loadings.
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Ao analisar os dados apresentados na Figura 3ddie ser feita uma distingéao clara entre
as trés aminas estudadas usando apenas as duesgsicomponentes principais, com 82,7% do
total da informacéo coletada pelos valores RGBaé&khs. Portanto, essa abordagem contorna
gualquer necessidade de intervencao ou de intagdi@thumana de discriminar entre as cores dos
mapas de diferenciacdo. Essa discriminacdo podmaérmada pelo dendrograma, Figura 3.11B,
onde trés grupos de compostos diferentes sédo wstgjualquer erro de discriminacdo. O grafico
de pesos (Figura 3.11C) foi feito para entenderisqwaridveis foram responsaveis pela
discriminacao relatada na Figura 3.11A. Este grafiostra que o componente azul da membrana
modificada com o corante vermelho de clorofenol v\a@avel mais importante para manter as
amostras isopentilamina no primeiro quadrante. @wmntes alizarina e azul de bromofenol
(componentes vermelho e verde) prevalecem na mig@¢cdo de trietilamina. No processo de
discriminacdo da isobutilamina, as variaveis respoeis pela discriminacdo sdo os valores de R,
G e B da membrana modificada com vermelho de metdaul de timol. Esta primeira etapa das
discriminacdes foi realizada utilizando uma conggéio de aminas igual a 5 ppm. A quantidade
de amina detectada ja é baixa quando comparadaagosias encontradas na literatura [134],
[135], que podem exceder 250 ppm. No entanto, nexperimentos foram realizados a fim de
avaliar a concentracdo minima que o método progosderia ser Util para discriminagcédo as trés
aminas estudadas. O arranjo de sensores, que @rdpras cinco membranas com diferentes
corantes, foi testado em momentos diferentes, sdgud mesmo procedimento. Depois de atingir
uma boa discriminacdo de aminas para uma concéotrde 5 ppm, decidimos reduzir essa

concentracao para 2,5 e 1 ppm (Figuras 3.12 e.3.13)
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Figura 3.12 Gréfico de escores obtido a partir dos valoreR@B extraidos das membranas
coloridas com 5 indicadores de pH em contato codifeédentes aminasm{ isobutilamina; (e)

trietilamina e @) isopentilamina) na concentracéo de 2,5 ppm. (BfiG de HCA.
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Figura 3.13 Grafico de escores obtido a partir dos valoreR@B extraidos das membranas
coloridas com 5 indicadores de pH em contato codife8entes aminasa(— isobutilaminae —

trietilamina eA — isopentilamina) na concentragédo de 1 ppm. (BfiGr de HCA.

Nas Figuras 3.12A e 3.13A, podemos observar baasimiinacdes entre as aminas, 0 que

pode ser confirmado, ndo s6 pela PCA, possuindoacde 70% da informacao original, nos
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primeiros dois componentes, mas também pelos d#eld$CA (Figuras. 3.12B e 3.13B), ja que
ndo ha erros de discriminacdo. O HCA na FiguraB.4®stra que concentracbes mais baixas,
neste caso 2,5 e 1 ppm, proporcionam melhorestedagdo entre as amostras do mesmo grupo,
uma vez que 0s conjuntos de amostras sdo muito alam@Emente definidos e sem acarretar em
gualquer erro de discriminacdo das amostras adaBsaEm todos o0s casos, as membranas
responderam aos vapores em menos de cinco mimoglguns dos corantes. O tempo 6timo de
exposicao foi encontrado como sendo de 10 minatéis) de ter um padréo detectavel e também
para assegurar que a membrana tenha tempo sudigiard interagir com o volatil exposto. Para
tempos de exposicdo superiores a 10 minutos, nawdis alteracbes perceptiveis na PCA. E
interessante destacar que a discriminacao derti@éas na concentracao inferior a 5 ppm sé foram
alcancadas usando todos o0s cinco corantes. Pamacantracdo mais elevada do que 5 ppm, foi
possivel discriminar as aminas utilizando um sist@antendo quatro corantes (alizarina, azul de
clorofenol, vermelho de metila e azul de timol) dds ndo mostrados). No entanto, a maior
distancia entre os agrupamentos de aminas no gddie@scores foram sempre melhor observados

utilizando-se 0s cinco corantes.

As membranas foram testadas também na auséncialagtfigante (resultados nao
mostrados). Na auséncia do agente plastificants) twelas as membranas mostraram uma
mudanca de cor, uma vez que, o polimero formou peliaula densa, com mobilidade reduzida,
resultando em uma baixa permeabilidade para osastogpvolateis e dgua. No entanto, o objetivo
principal € o de criar uma membrana permedavel cdpabsorver as especies tais como as aminas,
gue tém a capacidade de mudar individualmente alaarorante presente no arranjo, criando,
assim, uma ‘“impressao digital quimica” para cadpéese testada, permitindo assim, a
discriminacdo em amostras de alimentos. Assim, memals feitas de acetato de celulose e
utilizando o agente tensoativo Twe&en20 sdo mais flexiveis e estaveis com porosidade

homogénea que permite a entrada, solubilizacdag@ioedos compostos volateis.

No caso de amostras de alimentos, o sistema podgilgeara controlar, da mesma forma,
micro-organismos patogénicos ou ndo patogénicos, wem que, eles liberam produtos volateis
durante a colonizacédo em alimentos. Estes compgpsitsm formar padrdes para cada grupo de
micro-organismos e, assim, podem ser consideragio® dormadores das “impressdes digitais
guimicas” desses micro-organismos. O sistema prousie ser aplicado em amostras reais, tais

como peixe e carne, ja que, a comparacao com é gortado na literatura mostra que 0S N0Ssos
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limites de discriminag&o sdo mais baixos (1-5 pglo)jue para aminas biogénicas produzidos tais
como a histamina, putrescina, cadaverina, entr@fupara 0s quais os valores podem chegar a
600 ppm [136]. Ele também pode ser utilizado emettitos onde seja interessante a presenca de
organismos probidticos, que podem trazer benefiams consumidores como alguns tipos de
gueijos, iogurtes e molhos, uma vez que ele podérowar a presenca dos “organismos do bem”
ou ndo. Ambas as abordagens séo interessantes@aamidores, que podem se certificar do
estado de seus alimentos; bem como para fabricantesmerciantes, que podem atestar a

gualidade e procedéncia de seu produto.

Desejando mostrar que o método é semi-quantitattumyas de calibracdo foram
construidas usando a distancia euclidiana, compopto na literatura [18], [137]. A Figura 3.14
mostra a curva de calibracdo obtida para cada anmiicando que algumas informacdes
guantitativas podem ser extraidas usando o disgmpitoposto em uma pequena faixa linear (de 2

a 10 ppm para trietilamina, de 2 a 8 ppm para islapuina e de 1 a 4 para isopentilamina).

&
o
J

Distincia euclidiana
Distancia guclidiana
o

0 2 4 6 & 10 12 14 16

C isobutilamina (PPM)

8 Figura 3.14 Curvas de calibracdo obtidas para as ar

i usando distancia euclidiana (DE) dos valores de RGB

funcdo da concentracdo. Legenda: - isobutilaminae —
2.2

Distancia euclidiana

trietilamina e A — isopentilamina). Regressao linear: D
1,47 + 0,19 Goputiamina R = 0,99995; DE = 0,051 + O,

0 2 4 & 8 10 12 14 18 Clrietilamina R = 0,98092 € DE = 1,47 + 0,13entiamina R=
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Regeneracéo e reutilizacdo das membranas

Experimentos foram realizados para mostrar a cdpdei das membranas de serem
regeneradas apds o tempo de exposicdo as aminaaisRia exposicdo das membranas por 10
minutos a uma concentracdo de amina de 5 ppm, atraras foram deixadas na capela por
algumas horas para garantir a completa remocaoaléteis do interior das matrizes poliméricas.
Aproximadamente seis horas apds a exposicdo, asbraeas de alizarina e vermelho de
clorofenol retornaram completamente as suas coigisas (a olho nu). A membrana modificada
com vermelho de metila exigiu mais tempo para netoa cor original (cerca de 20 horas). Foram
determinados os valores de R, G e B do spot dari@& com o tempo. Além dos testes de
reutilizacdo, o processo de regeneracao foi madtmatravés de fotos registradas em diferentes
tempos (Figura 3.15A). A partir da Figura 3.15 égdeel verificar que todos os valores de R, G e
B retornaram aos valores originais apos 365 mingé$oras). As membranas de azul de
bromofenol e azul de timol ndo retornam ao estaipnal e precisam ser substituidas por novas
para a replicata dos experimentos. Também foi adalo nimero de ciclos de regeneracdo que
uma unica membrana poderia alcancar sem afetaaloses de RGB antes da exposi¢do das
membranas aos analitos. Obteve-se um valor decldsale uso sem mudancas significativas
destes valores considerando um limite de confiatea95% segundo o testeStudent A
irreversibilidade de algumas destas membranas f@dalgumas aplicacdes interessantes e néo
inviabiliza a aplicacdo do dispositivo. Por exempto uso em embalagens descartaveis de
alimentos seria a prova de adulteracdo, uma veaaumebalagem mudaria de cor uma Unica vez,
mostrando que o alimento estd adulterado, ndo fpedmi que as datas de validade fossem
alteradas seja por vendedores ou produtores. Atéqud, a ideia do dispositivo é ser utilizado de

forma descartavel.
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Figura 3.15 Monitoramento dos parametros R, G e B de membramagens obtidas para cada

tempo de experimento (A) e valores de R, G e B paaot colorido com vermelho de clorofenol.

Discriminagdo de aminas em amostras de carne

Métodos atuais de analise para determinar o perdedmaturacdo de carnes incluem a
utiizacdo de técnicas microbioldgicas, painéis seenis, microscopia, a deteccdo de
concentracdes dos metabolitos (isto é, o ATP, gkice compostos derivados ou aminas
biogénicas), espectrometria de mobilidade de iMS), NIR e espectroscopia de fluorescéncia.

Apesar da precisdo e exatiddo de alguns destesdoseteles sdo geralmente destrutivos,
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demorados, caros e empregam instrumentacéo e pgaastiicado ou ndo pode ser utilizado para
determinacfem situ. Estes procedimentos sdo geralmente adequadosg@maias de seguranca
alimentar, mas nao para uso em supermercadosasas @¢os consumidores ou em cada pedaco de
carne. Apesar de um prazo de validade ser incatpara pacote, esta € uma abordagem genérica
gue nao informa sobre o estado particular de cadat@, e ndo € suficiente para provar que a
carne foi manipulada de forma incorreta e port@stéd contaminada e impropria para 0 consumo
[138]. Tendo isto em mente, o desenvolvimento dgesias descartaveis capazes de serem
incorporados as embalagens pode oferecer aos cmmsesm uma maneira facil de interpretar

informacéao relativa ao frescor dos alimentos.

A carne € um dos alimentos mais pereciveis, e cogpasicao € ideal para o crescimento
de uma gama de bactérias de deterioracdo. A prag&agpublica tem aumentado em varios paises
devido a varios escandalos alimentares tais comel@gja respeito das epidemias de febre aftosa e
encefalopatia espongiforme bovina. As doencas dgeror alimentar sdo ainda uma grande
preocupacdo. N6s podemos atender a esses desafinsina melhora do sistema global de
controle e seguranca alimentar e, por isso, umdanéaoalitico rapido e preciso de deteccao para a
deterioracdo microbiana seria muito util. Além dijsessse método idealmente deve também ser
nao destrutivo e dar resultados em tempo real galieacdo em ambientes de processamento de

alimentos altamente automatizados [139].

Assim, a fim de demonstrar a possibilidade de apfio do método proposto em amostras
reais, foram utilizadas amostras de carne bovintaatinadas com as aminas estudadas. Para isso,
amostras de carne bovina moida foram contaminadasdualmente com as aminas trietilamina,
isobutilamina e isopentilamina. Estas aminas simutes compostos produzidos pelos micro-

organismos patogénicos que podem contaminar ara@sina alto teor proteico.

Na Figura 3.16, é possivel observar a discriminaii@mostras de carne contaminadas
com cada uma das aminas individualmente. Claranmdem ser vistos 3 diferentes grupos, o
gue ja havia sido observado ao se analisar as anmd&idualmente na auséncia da amostra real.
Vale a pena ressaltar que o arranjo dos sensooasitnda de cor na presenca de amostras de carne

ndo contaminadas, com isso, esses dados néo fepamiados na Figura 3.16.
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Figura 3.16 Grafico de escores obtido a partir de valores R&&Baidos das membranas de
acetato de celulose modificadas com 5 indicadozgstlem contato com a fase vapor coletada em
uma camara contendo carne moida contaminada soemigobutilamina;e — trietilamina eA —
isopentilamina). As imagens mostram as fotografiesis dos experimentos antes e apos a
contaminacdo da carne com cada amina e o respettipa de diferenciacdo de cada experimento.

Deteccdo de aminas biogénicas

Aminas biogénicas também sao de grande importamciastudo de deterioracdo de
alimentos, uma vez que, estdo naturalmente presentegjualquer sistema onde haja a atuacéo de
micro-organismos e aminodacidos naturais. Alguméasdapresentam fun¢des neurotransmissoras
e tendem a ser fisiologicamente importantes. Ademdemonstrar a possibilidade de aplicacéo do

método a outras aminas, trés aminas biogénicaamitin, putrescina e cadaverina) foram
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avaliadas. Por apresentarem altos pontos de vagédz estarem em forma soélida, uma etapa de
solubilizacdo em agua foi necesséria. Assim, agasrforam utilizadas na forma liquida sobre as
membranas, apos registro de um “branco” (dgua wigsida). Foram usados 65 g de tiramina,
3,6 mg de putrescina e 87 pg de cadaverina, quaesdminimas detectaveis para cada amina
biogénica neste sistema. Os resultados deste mgren podem ser vistos na Figura 3.17, onde
cada amina esta representada em um quadrantentifere grafico, indicando que o dispositivo
proposto pode ser Gtil também na discriminacaonuiaas biogénicas.

PC2 (14,12%)

-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3
PC1 (71,38%)

Figura 3.17: Gréafico de escores obtido a partir de valores R&&Baidos das membranas de
acetato de celulose modificadas com 5 indicadogegHl em contato com trés diferentes aminas

biogénicas ¥ — tiramina;e — putrescina & — cadaverina).
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Adicionalmente, como pode ser visto na Figura 3al8)étodo também se mostrou capaz de
discriminar todas as aminas estudadas até aquimearmesma representacdo grafica. O gréfico de

escores em trés dimensdes foi utilizado para uniaomeisualizacdo do conjunto de dados.

Fr--

Figura 3.18 Gréfico de escores obtido a partir de valores R&&Baidos das membranas de
acetato de celulose modificadas com 5 indicadaegsHlem contato todas as aminas estudadas até
aqui (¢ — tiramina; * — putrescina® — cadaverinam — isobutilamina;e — trietilamina eA —
isopentylamina) na concentracao de 5 ppm for thieuislamina, trietilamina and isopentilamina e

65 ug tiramina, 3,6 mg de putrescina e 8y cadaverina.

Discriminacéo de bactérias patogénicas

Apo6s termos obtidos resultados satisfatorios dasibrenas com os compostos volateis,

inclusive em amostras alimenticias contaminadassaalesejo era aplicar o método para a
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discriminacdo de micro-organismos patogénicos, lsindo um sistema real. Para isso, quatro
espécies da familia Enterobacteriaceae foram adgiz: Klebsiella pneumonigKP), Proteus
vulgaris (PV), Proteus mirabilistPM) eEscherichia col(EC). Proteus mirabilistem sido relatada
em alguns casos de intoxicacdo alimentar com adenporco.Klebsiella pneumonia@ode ser
destrutivo para os pulmdes humanos através demnaflao ou hemorragia mas também tem sido
identificada com casos de intoxicacdo alimenta[1Escherichia coli € uma das bactérias mais
conhecidas e naturalmente encontrada em vegedgiseee também pode induzir a deterioracao de
alguns alimentos, posteriormente, causando doergawganismos mais comum isolado em
laboratério clinico, é um importante patdégeno eobér especialmente em paises e

desenvolvimento.

Géneros coméroteus, Klebsiella, EscherichiaEnterobacterestédo entre os organismos
mais frequentemente envolvidos em infec¢des do tranario, incluindo prostatite e pielonefrite.
Proteus sp particularmentd®. mirabilis, acredita-se ser a causa mais comum de calcuiaessre
relacionados com a infeccddlebsiella pneumoniaeprovoca uma pneumonia grave. A
epidemiologia de infec¢cbes por Proteus envolve gauieservatorios e modos de transmisséo, o
organismo infectante pode ser enddgena ou exégetransmissao pode ser direta ou indireta;
veiculos incluem comida de hospital e equipameratéan de solucdes intravenosas. Porque
Proteus sppodem causar muitos tipos de infeccao, os sintanf@isos raramente permitem um
diagnéstico; cultura e identificacdo em laborat@#m geralmente necessarios. A prevencao de
infeccdes por coliformes Rroteus sp particularmente aqueles que séo adquiridas espitacs, é
dificil. Tratamento de esgotos, purificacdo de adugiene adequada, e outros meétodos de
controle de patdégenos entéricos irad reduzir a émdth de enteropatdogenos, no entanto, estas
medidas de controle raramente estdo disponiveisragai8es menos desenvolvidas do mundo
[140].

Na literatura, existem diferentes tipos de arramessensores para gases, os chamados
narizes optoeletrénicos ou narizes eletronicos, ufilzam esta abordagem para traduzir uma
“impressao digital quimica” em um sinal analitictl jpara discriminar diferentes amostras.
Atualmente, a maioria dos narizes eletronicos quoe liscriminar compostos gasosos néo pode
ser incorporado ou ndo sdo compativeis com prosedsoempacotamento de alimentos [40],
[141][21]. Como dito anteriormente, nossa proposta é desesvoim dispositivo colorimétrico a
base de acetato de celulose, que acoplado a unedagyain, é capaz de responder aos compostos
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volateis produzidos por micro-organismos em seuga®0 de colonizacdo daquele substabon
base em nosso conhecimento, este € a primeira wezuop procedimento simples situ €
utilizado para discriminar estes quatro microrgawis utilizando um dispositivo colorimétrico e
um smartphone. Este tipo de detector esta recebemgta atencdo pela comunidade cientifica
devido as suas caracteristicas de praticidadealplitade e baixo custo. E bastante comum, pelo

Menos em NOoSso pais, a posse e o0 uso frequente slmartphone em todas as classes sociais.

O arranjo de sensores proposto foi confeccionadwaelatado na se¢édo 2.4 e as medidas
foram realizadas como consta em 2.4.3. Antes dnoimfos experimentos com as bactérias, foi
necessario criar uma col6nia para cada espéc@tano, as quatro espécies foram subcultivadas
durante 24 horas a 37°C em nutriente agar. Ap@s etapa, suspensdes de ceélulas das bactérias
foram preparadas em solucdo bacteriologica safinaté caso usou-se PBS) a fim de que suas
densidades celulares fossem ajustadas para valanesos e por isso foram mantidos entre 3 e
12,5 x 16 CFU utilizando espectrofotometria, e confirmadenca técnica de diluicdo em série
Miles-Misra. Os valores de unidades de formacaoaifenias foram mantidos proximos para que
tivéessemos um padrdo de crescimento bacterianolasineintre uma espécie e outra e
consequentemente pudéssemos alcancar uma quardel®d#Cs (compostos organicos volateis —

do inglésyolatile organic compundgarecida para 0os quatro organismos estudados.

Para iniciar a simulacdo de um sistema real, alégude cada uma das suspensdes de
células foram espalhadas sobre a superficie daglde Petri de 4,5 cm de didmetro que ja
continham o arranjo de sensores na tampa, e inesdb@r°C, que € a temperatura ideal para
estudar o desenvolvimento de bactérias. Placasanags apenas com nutriente gar, sem a
presenca de bactérias, foram incubadas de fornmiddépara serem utilizadas como controle

(branco).

A metodologia para a aquisicdo de dados analittobsa mesma relatada para as
membranas apenas com aminas e assim fotos das amambforam registradas com um
smartphone antes e depois do processo de incultlgdactérias. Os dados de RGB foram
extraidos e mapas de diferenciacdo foram conssyjdoa todas as replicatas de cada uma das
guatro espécies analisadas. Mapas de diferenciagéon,uma das replicatas para cada espécie
pode ser visto na Figura 3.19. Os dados dos mapasetm foram usados com dados de entrada

para as ferramentas quimiométricas.
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Figura 3.19 Representacdo esquemética de cada indicador deophspositivo e os perfis de
mudanca de coloracdo do arranjo de sensores erAdde espécie de bactéria, bem como os
mapas de diferenciacédo obtidos pela subtracdo aloses de RGB antes e depois do periodo de
incubacao (24h) a 37°C.

85



CAP. 3 — CONTAMINACAO BIOLOGICA

Os diferentes padrbes de cores obtidos na Figliaedtédo relacionados com os diferentes
compostos organicos volateis liberados por umarmétada bactéria durante suas etapas de
crescimento e colonizagao, e diretamente relacamadm diferentes aminas liberados durante
estas fases. Rosova e colaboradores [142] témadosgue os acidos graxos volateis emitidos por
bactérias podem ser Uteis para discriminar bastéEien seu trabalho, eles demonstraram que a
PM emite acido acético; EC produz acidos acéticprapionico e KP libera &cido acético,
propidnico e isovalérico. Aminas volateis tambéndgo ser detectadas, como mostramos
anteriormente. Por conseguinte, uma mistura deupsedsolateis ou mesmo uma Unica molécula
de composto expelido ira resultar em uma alteragfioor do dispositivo de plastico, resultando
em um padrdo de reconhecimento bacteriano Unicon 330, pode-se postular que mais

compostos além das aminas estardao envolvidos c@ndgisacdo dos micro-organismos.

Figura 3.20 apresenta uma clara discriminacdo eatt@s as quatro bactérias estudadas
usando apenas as duas primeiras componentes prcgom mais de 90% do total das
informacdes recolhidas a partir de valores RGBagntrs. E interessante notar pelas imagens reais
das bactérias presentes nesse grafico, a simiarielatre as formas das espécies estudadas, o que
nao resultaria em uma discriminagdo visual dos avicganismos. Tal discriminacao foi
confirmada quantitativamente usando um grafico @AHFigura 3.21) feita com os mesmos
dados usadas para obter o grafico de escoresdelataFigura 3.20. O dendrograma mostra que

cada uma das espécies esta localizada em um gfepente e ndo ha erros de discriminacao.
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Figura 3.20 Grafico de escores obtido a partir de valoreR@B extraidos do arranjo de 5
sensores coloridos com indicadores de pH em contato as bacterias: (KPKlebsiella
pneumoniag(PV) Proteus vulgaris(PM) Proteus mirabilise (EC)Escherichia colia 37°C.
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Figura 3.21 Gréafico de HCA obtido a partir de valores de R&&aidos do arranjo de 5 sensores

coloridos com indicadores de pH em contato comaasehias: (KPKlebsiella pneumonigagPV)

Proteus vulgaris(PM) Proteus mirabilise (EC)Escherichia colia 37°C.
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Figura 3.22 Gréfico de pesos obtido a partir de valores d@Rs&raidos do arranjo de 5 sensores

coloridos com indicadores de pH em contato comaasehias: (KPKlebsiella pneumoniagPV)

Proteus vulgaris(PM) Proteus mirabilise (EC)Escherichia colia 37°C.
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Um gréfico de pesos, Figura 3.22, foi feito a fienabmpreender quais as variaveis que séo
responsaveis pela discriminacdo obtida na Figwt@. Ela mostra que as componentes azuis do
vermelho de clorofenol e do azul de bromofenol, @mo, o componente verde no azul de
bromofenol sdo as varidveis mais importantes paaaten as especies de EC no segundo
guadrante. Anteriormente, mostramos que a compenantil do vermelho de clorofenol é
importante para discriminar isopentilamina, sendouen indicativo da colonizacdo de EC a 37°C.
Os corantes alizarina, vermelho de timol e azirdenofenol séo responsaveis pela discriminacao
KP e PV. Anteriormente foi mostrado que a liberag@asobutilamina poderia ser detectada pelos
corantes vermelho de timol e azul de metileno, gs& de acordo com a literatura para a
descarboxilacdo anaerdbia de L-valina por PV priodiazisobutilamina [103]. N&o obstante, a
discriminacdo da PM, os parametros de cor extraldesorantes azul de bromofenol e vermelho
de clorofenol sdo importantes, concluindo que taayariaveis usadas sdo importantes para o

processo de discriminacado do micro-organismos adtsl

Objetivando desenvolver embalagens de alimentegratias a indicadores inteligentes
para detectar a deterioracdo dos alimentos e pdmsgune diferentes alimentos podem ser
armazenados em condicbes distintas, como a temaperambiente, experimentos foram
conduzidas a 25°C para simular o crescimento bactee avaliar a possibilidade de discriminar
micro-organismos sob as condigcdes ambientes. Lembrgue o processo de subcultura foi o
mesmo realizado no teste anterior (a 37°C), poréetepa de incubacdo foi realizada a 25°C,
também por 24 horas. A Figura 3.23 apresenta uraadiszriminacdo entre todas as bactérias
consideradas, onde cada uma foi colocada em unrantaddiferente, mesmo usando cerca de
60% da informac&o total. E de nosso conhecimentoesta temperatura ndo € considerada ideal
para a avaliacdo de crescimento microbiano em ¢oeslilaboratoriais, principalmente quando se
deseja analisar as etapas de desenvolvimento degsessmos. Entretanto, nesta temperatura é
possivel haver crescimento de micro-organismosacip@lmente em alimentos onde a quantidade
de nutrientes, dgua e valores de pH séo favora@ssresultados provam que o dispositivo
proposto é capaz de discriminar micro-organismdalesomo aconteceu com 0s experimentos a
37°C, um grafico de HCA (Figura 3.24) foi obtidaga&onfirmar o comportamento da PCA nos
testes a 25°C e, neste caso, ndo tivemos qualgoede discriminacdo, e cada espécie avaliada

pode ser corretamente alocada num quadrante doayréaf
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Figura 3.23 Gréfico de escores obtido a partir de valoreR@&B extraidos do arranjo de 5
sensores coloridos com indicadores de pH em contato as bacterias: (KPKlebsiella

pneumoniag(PV) Proteus vulgaris(PM) Proteus mirabilise (EC)Escherichia colia 25°C.
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Figura 3.24 Gréfico de HCA obtido a partir de valores de R&&aidos do arranjo de 5 sensores
coloridos com indicadores de pH em contato comaatebas: (KPXlebsiella pneumoniggPV)

Proteus vulgaris(PM) Proteus mirabilise (EC)Escherichia colia 25°C.

Para testar a capacidade do método proposto ensificas os quatro bactérias
discriminadas no presente estudo, uma classificaggervisionada usandeNN foi realizado. O
algoritmok-NN classifica padrbes baseado apenas na distéalcialada entre os pontos usando o
espaco padrdo n-dimensional. Neste método, umat@ardesconhecida € classificada de acordo
com o voto da maioria dos seksvizinhos mais préximos no conjunto de treinameato
calibracdo. Por isso, kNN modelo foi treinado usando os dados de 16 aa®$d de cada
bactéria). Em primeiro lugar, a escolhakdeézinhos mais préximos de ser utilizado foi avdéia
usando um método de validacao cruzada, i.e., enuguEeamostra do conjunto de calibracdo é

deixada fora desse. Nesta abordagem, o modeloefid@mente ajustado deixando uma das 16
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amostras de fora, como uma simples observacéo, seguida, essa observacdo é utilizada para
obter uma previsdo usando o resto das amostrascfBd um conjunto de treinamento. A
precisdo das previsdes feitas através de obsew/al®aima amostra retirada de cada vez é
estimada para cada possivel valorkdgizinhos. Figura 3.25 mostra a precisdo da vadidac
cruzada do modelk-NN para diferentes valores #eo conjunto de treinamento. Como pode ser

visto, a melhor preciséo de validacéo cruzadadnseguida quando= 1.
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Figura 3.25 Grafico de precisdo da validacdo cruzada mostrandimero de-vizinhos mais

proximos que produzem a mais alta porcentagemedisgio do método.

Para verificar a exatidao do modelo proposto e ihonevalor dek, quatro novas amostras
de cada bactéria aqui estudada foram preparad@®@eo preditivo do modelo foi testado. Tabela
1 descreve uma matriz de confusao (contingénciajlor verdadeiro da classe pelo valor da
classe previsto pelo modelsNN usando valores RGB extraidos das cinco membrgdamo
mostrado na Tabela 3.1, para as quatro amostrisaaa@s, a percentagem de predicéo correta das
amostras desconhecidas foi de 100%, indicando wcelente exatiddo do método proposto para

classificar as bactérias.
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Tabela 3.1 Matriz de confuséo para os resultados da claag#iok-NN para as amostras de
bactérias

Amostras Predicao
KP EC PM PV
KP 100%
EC 100%
PM 100%
PV 100%

Parte Il - Discriminacdo de aminas com membranas e QCM

Obtidos resultados satisfatérios para o desenvelwion de um arranjo de sensores
poliméricos a base de acetato de celulose moddiean indicadores de pH na captacédo de
aminas volateis relacionadas aos processos mitdgimos, decidimos avaliar as propriedades de
absorcéo das aminas pela matriz polimérica comuitonde elucidar o fenémeno de resposta do
arranjo de sensores fabricado. Adicionalmenteg&@id que um sensor piezoelétrico modificado
com polimero também possa se tornar um sensor gaiacriminacdo de compostos volateis
como, por exemplo, na utilizacdo em ambientes deygéo e armazenamento dos alimentos,

como um dispositivo para monitoramento em tempb rea

Na indastria, muitos produtos precisam ser exanomeaapds a fabricacdo em busca de
contaminacdo bacteriana antes que eles possamibseadbs para o mercado, e, como
consequéncia, a regulacéo da industria de alimelets ser particularmente rigorosa. Os métodos
existentes para a identificagdo de bactérias patoggsao severamente limitados pela necessidade
de longos tempos de cultura, a necessidade de ghedsdaboratério altamente treinado, e a

exigéncia de equipamentos caros e sofisticados [8].

Apesar da crescente utilizacdo de polimeros comsoses quimicos para constatar a presenca
de compostos volateis (tais como nas industriasaloeentos e bebidas e na monitorizagéo

ambiental), os detalhes completos da interacdoodgposto volatii com os polimeros ndo séo
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completamente compreendidos. Dois principais tigesinteracdes entre o analito e o sensor
podem ser reconhecidos: uma primeira interacadaisg@ principalmente a regido da superficie
onde as espécies volateis sdo adsorvidas, e adseguen maior parte do sensor (bulk), onde a
espécie quimica é finalmente absorvida. Uma vez @uaimeiro processo necessariamente
precede o segundo, o estudo de fenbmenos intesfacide importancia muito especial para o

desenvolvimento de sensores quimicos [143].

Compostos volateis, especialmente as aminas, s&8tanba encontrados em amostras
alimenticias e a analise destes compostos tenresdiaada utilizando diversas técnicas, tais como
cromatografia [144], eletroforese capilar [145]tggwiometria [146], injecdo em fluxo [147],
porém muitas destas técnicas se mostram complicddasto custo, dispendiosas, necessitam de
tratamento prévio. Como outros autores fizeram ramteente para a analise de compostos
volateis, n0s apresentamos a utilizacdo de um s@nszoelétrico, neste caso a microbalanca de
cristal de quartzo, para a discriminacao de amigas, podem ser produtos de colonizacdo de
micro-organismos em alimentos. Esta € a uma téapuea muitas vezes, € mais rapida e mais

barata em relagéo as demais citadas pensando enoaitoramento fixo e remoto [148].

A microbalanca de cristal de quartzo, sendo um sepgzoelétrico, esta baseada nas
caracteristicas piezoelétricas do quartzo que,atade a um circuito elétrico apropriado, oscila a
uma frequéncia constante e caracteristica da sasantal forma, o chamaedeito piezoelétrico
Quando uma pequena massa de material € deposithda sma superficie de um cristal de
guartzo oscilante, a sua frequéncia de vibracdandimsendo essa variagdo de frequéncia

relacionada linearmente com a massa, de acord@aamuacado de Sauerbrey:
Af = —Cf .Am 11

onde,Af € a mudanca de frequéncia observada (emA#z)¢ a mudanca em massa por unidade

de area (em g/cfhe Cf e o fator de sensibilidade para o cristal usado.

Como citado na secdo 2.5., membranas modificadas indicadores acido-base foram
utilizadas para recobrir o eletrodo de ouro da ohiatanca de cristal de quartzo (10 puL de solucéo
foram utilizadas para a confec¢cdo de cada membgaeafoi seca por 15 minutos em temperatura
ambiente antes do inicio das medidas). Foram esl&z injecbes de quatro diferentes

concentracdes das aminas em quadruplicata em temsisechado, e em fluxo, em que as aminas
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liquidas foram volatilizadas e transportadas coga®de arraste (ar atmosférico) com o auxilio de
uma bomba de aquério. A passagem das injecOesadetfs” de amostra contendo aminas com

gas de arraste eram intercaladas pela passageéas g (livre de contaminantes e analitos) e a
variacéo de frequéncia foi monitorada pela modjficada oscilacéo do cristal.

Com esta membrana foram registrados os valoresedgéncia em funcdo do tempo das

aminas, como mostrado na Figura 3.26 para a memlo@orida com alizarina que registrava a
interacdo de isobutilamina.
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Figura 3.26. Grafico de frequéncia versus tempo registrada sobutilamina com membrana de
alizarina como modificante para o eletrodo de aswaranicrobalanca de cristal de quartzo.

Os perfis dos gréficos de frequéneasustempo sugerem que 0s processos de adsorgao e
dessorcdo das aminas nas membranas € diferentmpararanas distintas e também entre as trés

aminas. Pensando nisso, os dados usados comoaeptiada ferramenta quimiométrica foram o
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tempo em que o sinal de frequéncia das aminasdgvana retornar a linha base e a altura do pico.

Um dos graficos obtidos com essas informa¢cfesestitado na Figura 3.27.
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Figura 3.27: Grafico de escores (PCA) obtidos a partir daagéo dos valores de frequéncia e

tempo das injecdes de 50 puL das amingsispbutilamina ¢) trietilamina e &) isopentilamina.

Na Figura 3.27, a discriminacdo entre as aminas iopggdo de 50 puL (cada uma) foi

possivel, uma vez que, a utilizacdo de difererdesntes em combinacdo com a solugéo de acetato

de celulose resultou em distintas interacfes entr@stura e as aminas analisadas. Também foi

possivel ver boas discriminagbes com outros voluteesminas testados (20, 30 e 100 pL). Por se

tratar de um teste preliminar, as concentracfesuti@zas nao foram calculadas e por isso todo o

tratamento esta sendo dado em relacdo ao volutizadd em cada conjunto de medidas.

As membranas puras (sem corante) apresentaramrages quedas de frequéncia para os

mesmos tempos de exposicao dos analitos. As meattoridas em contato com as aminas
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apresentaram mudancas de frequéncia variadas, maangas as situacdes, seja com as
membranas coloridas ou com elas puras, as intexdgien reversiveis, mostrando que os analitos
se ligam aos filmes, mas sdo dessorvidos com agassdo gas de arraste (ar puro), permitindo
assim medidas sucessivas. Esses processos decdeseoam mais rapidas ou lentas dependendo

da combinacéo entre corante — membrana — amina.

O método apresentado se mostrou promissor a adéliaminas em amostras alimenticias,
uma vez que, as medidas podem ser realizadas nutm espaco de tempo e em baixas
concentracdes. Aléem disso, esse dispositivo podeatdzado para medi¢cdes remotas de aminas
volateis, uma vez que, pode ser fixado em locaibégeacdo de compostos volateis e os dados

armazenados em um banco de dados.

Como continudvamos em busca de um aperfeicoamentoétbdo, apos diversos testes,
conseguimos simular um meio real de medicdo, utmadsfera” de aminas sem a presenca de gas

de arraste para fazer com que as mesmas alcangasssIsor.

Neste novo sistema, cristais piezoelétricos retobezom ouro foram modificados com
filmes de acetato de celulose + plastificante Tv@e@0 foram testados com e sem a adicao de
corantes nas membranas. Estes foram colocados et@taca@om a “atmosfera” de vapores de
aminas, uma a uma. Dados de frequéncia foram abtdo funcdo do tempo de exposicdo a
atmosfera contendo os vapores das aminas isobindamsopentilamina e trietilamina

isoladamente.

Os resultados encontrados nessa fase do trabalswam@on que a utilizacdo de corantes
ndo era necessaria, uma vez que a discriminacéanuass era possivel com as membranas puras
e com uma qualidade ainda maior. Tendo isso, aag&al passou a ser feita sob o prisma de haver

ou nhdao um recobrimento sobre o eletrodo de ouro.

A Figura 3.28 mostra os dados de frequéncia ematump tempo de exposicdo obtidos
para um cristal de ouro ndo modificado e um madlifaccom acetato de celulose + plastificante

Tween® 20 na presenca de isobutilamina.
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Figura 3.28 Valores de frequéncia em funcdo do tempo obtidos cristais de quartzo recobertos
com ouro na auséncia (linha sdlida) e na preseecand flme de acetato de celulose (linha
pontilhada) modificando a superficie do cristal dero. Concentragdo da amina utilizada
(isobutilamina): 10 ppm.

Nota-se na Figura 3.28 que a frequéncia diminui eomdicdo da amina estudada ao
sistema tanto para o eletrodo modificado quant@ pando modificado com a membrana de
acetato de celulose. Contudo, o aumento € muite sigiificativo no eletrodo modificado com a
membrana polimérica, indicando assim, uma maiontieede de amina adsorvida/absorvida no
sensor modificado com a membrana polimérica queistat ndo modificado, considerando a
equacdo de Saurbrey valida para esse sistemad¥siacar que o mesmo perfil é observado para
as outras aminas, mas o tempo para atingir o dalérequéncia maxima, a frequéncia maxima e o
“slop€ de diminuicdo da frequéncia sao diferentes padacamina analisada isoladamente,
elucidando assim, o motivo de aminas com pKas npuii@mo apresentarem cores diferentes no
sensor colorimétrico, isto €, uma maior quantidd@eamina resultard em uma maior alteragéo de
pH original dentro da membrana. A adicdo dos cesamta matriz polimérica ndo altera a
guantidade de amina absorvida/adsorvida na matlimerica, sendo essas somente validas para o

sistema colorimétrico utilizado na etapa anteritamonstrando novamente que a quantidade de
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amina “capturada” pela matriz polimérica sO depeddenatureza do polimero e do composto

estudado.

Verificada essas alteragcdes observadas nos tengpasapingir os valores de frequéncia
maxima, as frequéncias maximas e o “slopes” dendiipio da frequéncia para cada amina,
pensou-se em desenvolver um sensor piezoelétrieqpgssa também ser usado na deteccdo de
aminas em locais onde os alimentos sdo produzd@smazenados 0 que evitaria que o alimento
chegasse contaminado as maos do consumidor. Ceninésiso, os dados de frequéncia maxima,
inclinacdo até atingir a frequéncia maxima e tempa estabilizacdo do sinal de frequéncia dos
compostos no sistema foram utilizados como dadosnttada para a ferramenta quimiométrica
PCA (Andlise de Componentes Principais). A Figur293mostra o grafico de escores onde é
possivel observar uma boa discriminacdo entre @és tliferentes grupos (trietilamina,
isobutilamina e isopentilamina) em uma concentrat&d 0 ppm. A discriminacdo reportada na
Figura 3.28 foi obtida usando mais de 90% dos dadliggnais e utilizando somente as duas

primeiras componentes principais.
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Figura 3.29: Gréfico de escores obtido a partir dados de fregjgéem funcdo do tempo

utilizando o filme de acetato de celulose parabgco cristal piezoelétrico de ouro.
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Pelo bom desempenho para discriminacdo das ansaasial essa membrana, resolvemos
testar outro polimero, neste caso o PVC, a fimwke yn melhor material seja escolhido para a

producéo de outras embalagens para alimentos.

Os experimentos foram realizados da mesma maneirajue foram apresentados em
relacdo ao acetato de celulose. O filme sobretooelo foi montado como descrito na secéo 2.5.
Apoés serem medidos os tempos para atingir a frexp@maxima do eletrodo recoberto com PVC
utilizando BEP (dioctil ftalato — do inglédis(2-ethylhexyl) phthalate) como agente plastifiea
para cada uma das trés aminas. A Figura 3.30 apaese perfis das curvas de frequéncia versus
tempo de uma das aminas (isobutilamina) para deéts recobertos com PVC e também do
eletrodo limpo. Nessa figura, € possivel ver quarha diferenca no valor de frequéncia maxima e
até mesmo no tempo de estabilizacdo desta frequpack o eletrodo recoberto com PVC e com o

eletrodo limpo, como também se evidenciava coniliaagdo de acetato de celulose.

Para o tratamento matematico, os mesmos dados(teanp atingir a frequéncia maxima,
as frequéncias maximas &'sjopes”) foram utilizados como dados de entrada para digende

Componentes Principais, Figura 3.31.
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Figura 3.30 Valores de frequéncia em funcdo do tempo obtdos cristais de quartzo recobertos

com ouro ha auséncia de filme (linha sélida) e neagnca de um filme de PVC (linha pontilhada)
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modificando a superficie do cristal de ouro. Cotragi®o da amina utilizada (isobutilamina): 10

ppm.

PC2 (31,62%)
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Figura 3.31 Grafico de escores obtido a partir dados de &rgia em funcdo do tempo utilizando

o filme de PVC para recobrir o cristal piezoelé&rite ouro.

Fazendo uma comparacéo entre os dados obtidossdoma membranas estudadas, além

do eletrodo limpo, € possivel perceber que ha uaiarrdiferenca de frequéncia entre o acetato de

celulose e o eletrodo limpo do que entre o PVC etetrodo limpo (Figura 3.32). Isto nos leva a

pensar que o acetato de celulose é o material m®nEiona uma maior permeacdo de material

proveniente dos compostos volateis avaliados ésporele seria 0 melhor material para recobrir o

eletrodo de ouro presente na microbalanca de Icdstaguartzo, e novamente, justifica a sua

utilizacdo como um agente de pré-concentragdoqsadispositivos colorimeétricos.
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Figura 3.32 Valores de frequéncia em funcdo do tempo obtdos cristais de quartzo recobertos
com ouro na auséncia de filme (linha tracejadad eresenca de um filme de acetato de celulose
(linha sdlida) e também de PVC (linha pontilhadaydificando a superficie do cristal de ouro.

Concentracdo da amina utilizada (isobutilamina)po.

Um gréfico de PCA também foi construido com os dado eletrodo limpo, para uma
comparagdo entre a aquisicdo de informacdes omsgiobtidas com o eletrodo limpo e as
membranas de recobrimento do eletrodo. A partcaiaponente principal 1 é possivel ver que ha
uma dispersdo muito maior das amostras no castettod® limpo (58% da informacéo original)
do que no caso do eletrodo recoberto com a membaaetato de celulose (82%), caso em que

encontramos a menor dispersao dos dados.
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Figura 3.33 Grafico de escores obtido a partir dados de &egia em funcdo do tempo utilizando

cristal piezoelétrico de ouro sem recobrimento b

A partir dos resultados obtidos, podemos ver goeethor dispositivo seria aquele que em
gue o eletrodo de ouro estaria recoberto com acettcelulose, utilizando Tween® 20 como
plastificante. Esta informacdo vem de encontrodoslanteriores que mostram que este polimero

apresenta baixa toxicidade, é natural, compatiwal @limentos e de facil manuseio.

4. Conclusodes

A combinacao entre um polimeradeigradavel natural e compativel com alimentos, a
incorporacdo de corantes e a utilizagdo de um phmre para a deteccdo das mudancas de
coloracdo das membranas na embalagem dos alimazta dispositivo proposto um método
rapido, barato e de facil utilizacdo para todosassumidores, uma vez que, a simples mudanca
no padrdo de cores das membranas € capaz de dideelale contaminacdo e quais 0s micro-
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organismos responsaveis por ela. A ideia da in@vpgdposta € a incorporacdo a embalagem dos
alimentos destas cinco membranas coloridas na fdemama etiqueta que mudard de cor com a
interacdo dos compostos volateis que serdo promlizietlos micro-organismos que estarao
colonizando os alimentos no processo de contanondefes. Esta mudanca na coloracéo seria
analisada por um aplicativo instalado no smartphdmeconsumidor (ou vendedor), que daria

como resposta o grau de contaminacdo e quais asisngos responsaveis por ela.

A vantagem deste sistema de deteccdo de adultemgiie ele € barato, o material
utilizado na fabricacdo da etiqueta € o mesmo usadtabricacdo da embalagem, ocorre uma
mudanca de coloragdo visualmente perceptivel adazle uma tecnologia que esta ao alcance de

todos, um smartphone, que é utilizado para fornecesposta para o usuario final.

Além do dispositivo colorimétrico para uso em eragahs, uma alternativa de analise para
uso em ambientes de producdo e armazenamento idosntals, como um dispositivo para
monitoramento em tempo real foi proposto e obtidm sucesso. Aminas foram discriminadas
com um sistema que conta com cristais de quartzobegtos com polimeros na medicdo da

frequéncia dos compostos volateis.
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1. Contaminacéo quimica e adulteracéo de leite

A contaminacdo quimica dos alimentos pode ocorrar qualquer momento da sua
fabricacdo: desde a producdo de matéria-primap atnsumo do produto final. Ela esta sempre
relacionada aos perigos quimicos: contaminantesialereza quimica, residuos de produtos
guimicos ou produtos de sua degradacdo, toxinadupidas por micro-organismos ou algum
componente toxico ou alergénico natural do alimemi@sentes em niveis inaceitaveis nos
alimentos. Esses niveis inaceitaveis estao vinoslad risco. O perigo pode estar presente mas se
nao houver condi¢cdes de causar um dano ou umaaeatgo consideramos que se encontra em
“niveis aceitaveis” [149].

Os efeitos dos contaminantes quimicos no consunpddem acontecer em longo prazo
(doencas cronicas), como os causados por produfosaps com potencial para causar cancer e
gue sédo cumulativos (como por exemplo as micotgx@alguns agrotoxicos) ou podem acontecer
a curto prazo (doengas agudas), como os produzidosalergénicos que afetam as pessoas
alérgicas causando reacdes que podem até serdatajsestdo de poucos minutos.

Quando agentes quimicos sdo adicionados propositédmeste processo é caracterizado por
adulteracdo alimenticia, o que pode ser considewata pratica criminosa, passivel de pena de
reclusdo e que, no Brasil, varia entre 4 e 8 atéon de multa. Um tipo de adulteracdo que tem
sido bastante recorrente no Brasil € a adicdo bist&uocias ao leite; entre estas substancias estao

agua, hidroxido de soédio, formol, ureia, entre asitr

O leite é considerado um alimento completo, cordezidvadas quantidades de proteinas,
vitaminas e minerais. Como a maioria dos alimemtesorigem animal, o leite natural, sem
qualquer conservante € perecivel e tem um tempaddeelativamente curto. Ele também oferece
um ambiente ideal para o crescimento de micro-agas, € pode ser um veiculo eficaz para
propagacao de doencas transmitidas por alimentmsp @ salmonelose, brucelose, listeriose e
tuberculose [150]. Ao contrario de alguns outramahtos e bebidas, a adicdo de conservantes
para aumentar a vida de prateleira do leite é pl@i[i51]. Por esta razdo, conservantes presentes
no leite sdo designados como contaminantes. Muytodutores adicionam produtos que, em

teoria, ajudam na conservacdo do leite, poréemrsioaioria das vezes, toxicos e causam danos
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aos consumidores. Ao mesmo tempo, alguns produtissgam aumentar sua margem de lucro
com a venda dos produtos e, para isso, adicionam ag alimento, o que dilui o leite e leva a
perdas nutricionais. Estas perdas tém sido mastapela adicdo de substancias com alto teor de

nitrogénio, como a ureia.

A ureia é produto de degradacdo proteica, naturdbmpresente no metabolismo dos
mamiferos e que contém mais de 40% de nitrogéndondCavalicdo do teor proteico € feito
baseado na quantidade de nitrogénio total (méted§eldahl), torna-se facil adulterar o resultado
final. O problema € que o consumo de ureia podarle® mau funcionamento dos rins, em
quantidades acima de 700 mg (=11 mmol [*) [152], [153]. A ureia pode ser adicionada aceleit
na forma de urina ou em forma de composto agrieolastes compostos também contém
formaldeido, que é um composto cancerigeno, uliizarincipalmente para a conservacao de
cadaveres.

O formaldeido € usado na producdo de resinas ¢tai® agentes de esterilizacdo e
conservantes), como um componente encontrado edutpsde limpeza e cosméticos, e para
embalsamar “pecas” anatdmicas. Formaldeido repeesen grande risco de saude para aqueles
gue lidam ou o ingerem porque ataca o sistemarat8po, olhos e pele. Pesquisas recentes tém
mostrado que o formol é responsavel por um aunamté 34% na possibilidade de uma pessoa
normal desenvolver esclerose mdltipla; individuag denham sido expostos ao formaldeido
durante pelo menos 10 anos sao quatro vezes nugernaos a desenvolver esta doenca, quando
comparado a uma pessoa comum. O formaldeido padensentrado naturalmente nos leites
frescos e comerciais em quantidades de 0,027 @ @6 kg', respectivamente [154]. A adicdo
de 1 ml deste composto a um galdo de leite, pararda concentracao final de 7,2 mmé, pode

preservar o leite por uma semana [155].

Mas néo foi s6 no Brasil que casos de adulteragémt noticiados. No ano de 2007, o
caso de adulteracao de leite ocorreu na Chinadguaiihares de quilos de leite em po6 e férmulas
infantis foram adulterados com melamina [156]-[1Z8melamina (1,3,5-triazina-2,4,6-triamina,
CsHgNg) € uma substancia organica utilizada juntamente fmymaldeido, para a fabricacdo de
resinas, polimeros altamente resistentes e toksg@ut calor; € também um composto quimico com
alto teor de nitrogénio, mais de 66%, contudo amtasalta toxicidade, podendo levar a perda de

funcdes vitais do organismo e até a morte, comataceu com algumas pessoas no caso relatado.
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A melamina é utilizada pelo mesmo motivo que aajrpara mascarar o teor proteico, além de
aparentemente manter as propriedades fisico-quéndigdeite [92]. Contudo, o composto pode
formar complexos insolUveis com ciandrico acido nios, o que pode levar a cristalizacdo e
insuficiéncia renal subsequente e até mesmo cditisese urinaria e cancer de bexiga [159].
Atualmente os principais métodos para a deteccanai@mina em leite sdo cromatografia liquida
de alta performance (HPLC), acoplada a espectr@sdapmassas ou ndo e também eletroforese
capilar de zona. Outros métodos estdo sendo ddselng para monitoramento como
Espectroscopia Raman amplificada por superficie R&®E absorcdo espectrofotomeétrica,
fluorescéncia e quimiluminescéncia. Entretanto,denmossos objetivos é desenvolver um método
de deteccdo de adulteracdo de alimentos que passarsaturizado, utilizado em qualquer lugar,
nao somente em locais de fabricacdo ou armazenammals sim na casa dos consumidores
principalmente, diretamente nas amostras. Sendn,ass métodos anteriormente citados ndo séo
as melhores opg¢bes, uma vez que normalmente afaesaito custo, necessitam de operadores
bem treinados, sdo laboriosos e precisam de tratand@a amostra. A eletroquimica, entre outras
vantagens, compreende técnicas de facil operpe@imjte o uso de materiais de baixo custo para
o fabrico de sensores, e possibilita a quantificag@ discriminagdo entre amostras num curto

periodo de tempo [160].

Com a crescente procura de produtos lacteos e aessidade de reduzir as perdas na
producao industrial devido aos materiais de maidaaé, a exigéncia de leite de alta qualidade
aumentou. Um dos principais problemas associadosacobtencao de produtos de alta qualidade
€ a adulteracdo de leite [161]. Esse problema &eta a indUstria quanto os consumidores em
termos de qualidade do produto e seguranca alimdpbatanto, a autenticacado da qualidade dos
alimentos tornou-se um grande desafio a ser sup¢t&@]. Por ambos os motivos econémicos e
de saude publica, é importante identificar os cdso®tulagem fraudulenta, o que pode indicar se
um produto (alimento) esta sendo apresentado cenuntuma qualidade maior do que realmente

ele possui [163].

2. Procedimentos experimentais
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2.1. Discriminacdo de amostras de leite adulteradas coformol, melamina e ureia

Todos os reagentes utilizados foram de grau awaléem qualquer purificagdo. Acido
acético, formaldeido e acetato de sodio foram cadgs da Merck (Darmstadt, Germany).
Melamina e ureia foram obtidas da Sigma-Aldricheif8teim, Germany) e Fluka Chemika
(Switzerland), respectivamente. Tampao acetato4pifoi preparado em agua desionizada, que
foi processada através de um sistema de purificde&gua (Direct-8) sistema de agua ultrapura,
Millipore, MA, EUA). Amostras de leite de trés digmtes marcas (Parmalat®, Elegé®, and
Qualita®) foram obtidas em mercados locais. A adlafdo das amostras de leite foi realizada
através da mistura de quantidades apropriadasdgemtes sélidos (melamina e ureia) ou solucéo
padrdo de formaldeido até as amostras obteremminac@es finais de 0,95; 4,16 e 10,0 mnid) L
respectivamente, melamina, ureia e formaldeidoodcentracdo de cada adulterante adicionado
foi escolhida baseada na capacidade da linguadmiledr discriminar individualmente cada
adulterante apos os dados serem analisados comaméata quimiomeétrica. Dessa forma, com
valores de concentracdo abaixo desses limites ea@bteve uma discriminacdo satisfatoria dos
agentes adulterantes.

2.1.1. Medidas eletroquimicas

Um potenciostato da PalmSens (Palm Instruments B\, Netherlands) com mddulo
multiplex e um software para a aquisicdo de dadogetido pelo fabricante (PSTrace verséo 2.4)
foi usado para as medidas eletroquimicas, alémet®dos comerciais de ouro, platina e cobre.
Para completar o arranjo de eletrodos foram utibzaum eletrodo referéncia Ag/Agkd sar
fabricado no laboratorio [164] e fios de platimano eletrodos auxiliares. Todos os eletrodos de
trabalho foram polidos em uma suspenséo de alu(tipem, Alfa Aesar, MA, USA) utilizando
um feltro de polimento. Esse procedimento foi zaitlo entre cada medida eletroquimica. Apés
cada etapa de polimento os eletrodos foram laveminsidgua desionizada.

Todas as medidas voltamétricas foram obtidas dwetée nas amostras de leite, em
temperatura ambiente (25°C) sem tratamento présiates de cada medida, todas as superficies

dos eletrodos de trabalho foram polidas e limpasoceitado anteriormente. Os eletrodos de
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referéncia e auxiliar foram também limpos e colosaeim contato com as amostras adulteradas ou
ndo adulteradas. Subsequentemente, trés voltamagreiclicos foram registrados com o auxilio
de um potenciostato PalmSens com um moddulo muttiplsando o seguinte programa de
potencial: -0,5 a 1,6 V para os eletrodos de euptatina e -0,8 a 0,1 V para o eletrodo de cobre.

Todos os voltamogramas foram obtidos com uma \é#oe de varredura de 100 mV. s

2.1.2. Analises quimiométricas

Anadlise de componentes principais (PCA) e Andliseagrupamentos hierarquicos (HCA)
foram desenvolvidas utilizando o software Statstid.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Os
valores de corrente de todos os voltamogramas asbfmram utilizados como dados de entrada
para as analises quimiométricas. E importante ltassgue os dados de entrada n&o sofreram

gualquer manipulacdo matematica como pré-procesdgarag escalonamento.

2.1.3. Medidas eletroguimicas com a microbalancaaistal de quartzo (EQCM)

As medidas com a microbalanca a cristal de qudE£CM, do inglés electrochemical
quartz crystal microbalance) foram obtidas usando modulo de EQCM acoplado a um
potenciostato da AUTOLAB PGSTAT 128N (Eco ChemibégTNetherlands) com um software
para aquisicdo de dados fornecido pelo fabricaN@\VA versédo 1.9). Todos os experimentos
foram obtidos com um sistema de trés eletrodose oneletrodo de trabalho foi um microcristal de
ouro, eletrodo de referéncia Ag/Agkd say € um fio de ouro como eletrodo auxiliar. Todos os
voltamogramas, bem como as medidas de frequén@anfobtidos em um tampéo acetato (pH

4,5), com velocidade de varredura de 100 rii\é semperatura ambiente (25°C).

3. Resultados e discussao

Todos os anos, no Brasil, nds assistimos a reparsa[ 65][166] que mostram novos (ou

velhos) casos de adulteracéo de leite com subatdoiersas como hidréxido de sodio, peréxido
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de hidrogénio e formol. Ha ainda aqueles que s&s dificeis de detectar como agua, ureia e

guem sabe outros mais, por falta de testes magsifisps para este tipo de alimento.

Nesta etapa do trabalho o objetivo foi desenvolwer dispositivo que fosse capaz de
detectar a adulteracdo de amostras de leite camafdeido, melamina e ureia, nas concentracdes
de 10,0, 0,95 e 4,16 mmol™| respectivamente. Para isso, voltamogramas céclfooam
registrados usando uma lingua eletrénica compastags eletrodos de trabalho (Pt, Au e Cu) em
amostras de leite adulteradas e ndo adulteradasosocompostos relatados anteriormente. Os
voltamogramas ciclicos foram obtidos utilizandoaneja de potencial: de -0,5 a 1,6 V para os
eletrodos de trabalho Pt e Au e de -0,8 a 0,1 ¥ paletrodo de Cu.

Os voltamogramas referentes ao eletrodo de ourgur@di4.1l) exibem um pico em
aproximadamente 1,2 V, que é devido a formacgéo xi@o® de ouro, com a reducdo destes
compostos durante a varredura reversa, em aproamaue 0,5 V. Ambos 0s picos sao
diminuidos na presenca dos trés adulterantes, deito enais pronunciado para o caso de
melamina e ureia, o que indica um bloqueio por @dso da superficie dos eletrodos pelos

adulterantes.

30 pA 30 pA

T T T T T 1 T T T T T 1
-0.5 0.0 0.5 1.0 15 20 0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0

E/Vvs AgiAgCl, oy E/Vvs AgAZCl, o,

30 pA

-0"5 0:0 0:5 \‘D ITS 2?0
E/Vvs Ag/AgCl o

Figura 4.1: Voltamogramas ciclicos registrados em leite irdegsando eletrodo de trabalho de
ouro, na auséncia (linha tracejada) e presencha(lgdlida) de formaldeido 10,0 mmot [(A),
melamina 0,95 mmol 't (B) e ureia 4,16 mmol L (C). v = 100 mV &.
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A fim de se entender o efeito de cada adulteramtecomportamento voltamétrico
registrado, experimentos com a microbalanca déatrle quartzo foram realizados em tampéao
acetato pH 4,5. A solucéo eletrolitica foi escadhhra evitar os efeitos de adsorcdo de outras
espécies presentes no leite, como gordura e pastefjue poderiam adsorver na superficie
eletrédica e resultar em uma néo elucidagéo dtoedeser verificado. A variagcdo de frequéncia foi
registrada juntamente com os voltamogramas namgasena auséncia de formaldeido, melamina
e ureia em uma concentracdo final de 9,5 mmblNa Figura 4.2A podem ser vistos dois picos
bem definidos, um pico de oxidacdo em 1,3 V e unratkicdo em 0,6 V. Estes picos séo
provavelmente devido a formacéo e subsequente dedigs Oxidos de ouro, como reportado na
literatura [167]. Os dois picos citados na presetigaadulterante apresentam uma queda nos
valores de corrente, com efeito mais pronunciadpraoesso de oxidagao.

A Figura 4.2B mostra que a frequéncia do cristaralna mesma regido onde 0s processos
eletroquimicos ocorrem demonstrando uma correlagée os efeitos de alteracdo de frequéncia e
0S processos eletroquimicos. A queda na frequéaaimento de massa) pode ser observada no
mesmo potencial em que os picos de oxidacdo ocon@snvoltamogramas (potenciais mais
positivos que 1,0 V). Este efeito € mais evidgrdea a amostra ndo adulterada, enquanto na
presenca dos adulterantes a queda na frequéncaisédmcreta. Da mesma maneira, na regido
onde aparece 0 pico de reducdo ha um ganho detfreiqu(perda de massa) perto de 0,6 V na
varredura catodica, onde pode ser observada pai@ aaostra adulterada. Este ganho em
frequéncia ocorreu em uma maior extensao tambémgamostra ndo adulterada. Como o pico
de oxidacao foi atribuido a formacédo de Oxidos de,0a menor queda em frequéncia (menor
ganho de massa), deve-se a uma menor area daiceped eletrodo disponivel para formar o
6xido de ouro, indicando assim, que a superficieodm foi bloqueada pelos adulterantes. E
possivel ver claramente na Figura 4.2B que os exdinites tém efeitos diferentes na superficie do

eletrodo, com a melamina sendo a que mais adsobve a superficie do eletrodo de ouro.
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-300 T y T y T T T T T
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

E /V vs. Ag/AgCl

(KCl sat.)

10 Hz|

-0.5 ‘ O.IU | 015 | l.IO | 5] | 2.0
E/V vs Ag/AgCl

(sat. KCI)

Figura 4.2 Voltamogramas ciclicos (A) registrados em tampéetato 0,10 mol 1 (pH 4,6)
(linha sdlida); adicdo de formaldeido (linha tracky), melamina (linha pontilhada) e ureia (linha
pontilhada e tracejada), todos em uma concentréigdbde 9,5 mmol . V = 50 mV & (A).
Gréfico de frequéncia (B) em funcéo do potencigisteado utilizando cristal de ouro monitorada

em tempo real a aquisi¢do dos voltamogramas.

112



CAP. 4 — CONTAMINACAO QUIMICA

Esta explicagdo pode ser estendida ao eletroddatiegy onde a formacéo do respectivo
oxido pode ser vista em aproximadamente 0,8 V,r&ig8. Neste eletrodo, os perfis das amostras
nao adulteradas e adulteradas sdo bastante senitass na presenca de formaldeido (Figura
4.3A), a formacao de oxido foi mais pronunciada gaegresenca de melamina (Figura 4.3B) e

ureia (Figura 4.3C).

30 pA
30 pA

T y T T T d T T T T T ~
-0.5 0.0 05 1.0 1.5 20 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 20
E/V vs Ag/AgCl E/V vs Ag/AgCl

(sat. KCI) fsat. KCT)

C

30 pA

45 o0 05 Lo 15 20
E/Vvs Ag/AgCIM &on

Figura 4.3 Voltamogramas ciclicos registrados em leite irdegsando eletrodo de trabalho de
platina, na auséncia (linha tracejada) e presdimte(sélida) de formaldeido 10,0 mmat (A),
melamina 0,95 mmol L (B) e ureia 4,16 mmol'L(C). V = 100 mV &.

J& com os ensaios realizados com o eletrodo des dbligura 4.4), os voltamogramas
demonstram a oxidagdo do metal no potencial per®,@V, formando ions cobre em solucdo que
sdo reduzidos na superficie do eletrodo, em -0, ¥ormacdo de ions cobre ocorre em uma
maior extensdo e em um potencial menos positiyirésenca de ureia (Figura 4.4C). Além disso,
a reducdo pode ser observada a partir de 0,2 \Am@tiximadamente -0,8 V para as amostras

contaminadas com melamina (Figura 4.4B).
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T T T T T 1 T T T T T 1
0.8 0.6 0.4 -0.2 0.0 0.2 -08 0.6 -04 0.2 0.0 0.2

E/Vvs AgiAgClL E/Vvs Ag/AgCl )

T T T T T 1
08 06 04 0.2 0.0 02

E/Vvs Ag/AgCl

(sat. KCT)

Figura 4.4: Voltamogramas ciclicos registrados em leite irdegsando eletrodo de trabalho de
cobre, na auséncia (linha tracejada) e presengza(kdlida) de formaldeido 10,0 mmot (A),
melamina 0,95 mmol L (B) e ureia 4,16 mmol'L(C). V = 100 mV &.

Este comportamento eletroquimico diferenciado parelamina é devido a reducgéo do par
ibnico formado entre melamina e os ions cobre [16&ho mostrado no Esquema 4.1. Durante a
varredura positiva (E > 0), ions cobre sao formaosum potencial préximo de 0,0 V formando
um par iénico in situ entre ions cobre e melamieyvarredura negativa, este sinal faradaico mais
largo, devido a reducdo das espécies formadasagstéiado com a etapa lenta de adsorcéo do par
ibnico. Este mecanismo foi previamente mostradodetalhes na literatura por Araujo e Paixao
[168]. O mecanismo proposto envolve a oxidacéo iaadéde Cu no primeiro passo (Etapa 1),
seguido pela formac&o do par idnico de cloreto amec com melamina (passo 2), e a redugéo

eletroquimica do par idnico de cloreto de cobre aoetamina (passo 3).
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Esquema 4.1 Formacéao e reducdo do par idnico de cloreto desocom melamina.

NH, NH, ke
L Etapa 2 P
NN }-‘ <7 ey ]
- o or
CI@ L /;f-L e T ® I W
HaN~ “~Nf-'+ “NH, H,N N “NH; [CuCly] H,N N NH;

Na superficie do eletrodo -
f Cu? (Redepositado) ( B b+ [Cucly]
| \ (Adsorvido na superficie do eletrodo)

{ |
\ / Etapa 1
— Etapa 3 / /// p

P AN\\N

e

Eletrodo de cobre

Os efeitos da contaminagdo com formaldeido, mekamiareia nos voltamogramas foram
avaliados para amostras de leite desnatado e semidedo, onde foram obtidos resultados
similares, sendo as pequenas diferencas atribyidasipalmente aos diferentes conteudos de
gordura de cada tipo de leite [85].

Todos os valores de corrente obtidos a partir dismogramas ciclicos até este ponto
registrados (exceto os da microbalanca) foram wsadmo dados de entrada dos métodos de
reconhecimento de padréo ndo supervisionado PC&4 Bs graficos obtidos com cada eletrodo
estdo apresentados na Figura 4.5, onde € posbs@ivar também aquele referente ao arranjo de
eletrodos (Au, Cu e Pt). A partir dessa informagé&tos graficos de HCA (Figura 4.6) é possivel
verificar que o arranjo de eletrodos é a melhordopgo processo de discriminacdo dos
adulterantes. O arranjo de eletrodos juntamentea®BGA permitiu discriminar entre as amostras
adulteradas e ndo-adulteradas, sem qualquer emsciéminacdo, demonstrando que dispositivo
poderia ser aplicado como um método econdmico idoggara a discriminacdo das amostras de

leite adulteradas com formaldeido, melamina e ureia

Para o eletrodo de ouro, varias das amostras eafidie ndo foram agrupadas corretamente,
0 que torna impossivel separar claramente os adoiés, em especial, a ureia e a melamina. Esse

fato se deve aos voltamogramas ciclicos registradogresenca de melamina e de ureia serem
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semelhantes (Figura 4.1B e 4.1C, respectivameaéeinodo que a ferramenta quimiométrica ndo

consegue distinguir uma da outra.
Quando se utiliza o eletrodo de cobre, as amoattaeradas com melamina (Figura 4.4)

podem ser claramente diferenciadas das demais rasa leite. Este comportamento pode ser

explicado pela formagé&o do par idnico entre melamircobre que é reduzido entre -0,2 V e 0,8 V,

como explicado anteriormente. Contudo, ndo € pekdlistinguir entre algumas amostras

adulteradas com formaldeido daquelas contendo, wtermonstrando que este eletrodo sozinho

nao é suficiente para discriminar entre as amostmaaminadas.
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Figura 4.5 Gréafico de escores de amostras comerciais deréib adulteradas (quadrados pretos)

e adulteradas com 10,0 mmot* lformaldeido (circulos vermelhos), 0,95 mmét inelamina

(triangulos azuis), e 4,16 mmol‘lreia (triangulos verdes) usando valores de canagistrados
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com os eletrodos de trabalho de ouro (A), cobre pBtina (C) e arranjo de trés eletrodos de

trabalho (Au, Pt e Cu) (D). Namero de replicatas: 3

Leite

Leite

Leite

Formaldeid

Formaldeid

Formaldeid

Ureia

Ureia

Ureia

M elamina]

Melamina

Melamina

0 20 40 60 80 100

% Dissimilaridade

Figura 4.6: Grafico de HCA de amostras comerciais de leitegral ndo adulteradas e adulteradas
com 10,0 mmol [* formaldeido (circulos vermelhos), 0,95 mmdi melamina, e 4,16 mmolL

ureia usando valores de corrente registrados cranjarde trés eletrodos de trabalho (Au, Pt e Cu)

Os resultados obtidos utilizando-se o eletrodo ¢tina (Figura 4.5) mostram a
diferenciacdo com sucesso entre todas as amosraPQA. Apesar desta aparente boa
discriminacdo, quando a HCA foi realizada, o resldtdemonstra que as trés amostras do leite
ndo adulterado foram erroneamente discriminadaa P€A, o que significa que o método
apresenta um erro de 25 % (3 amostras de 12 aslofReaa os eletrodos de ouro e cobre o0s erros
foram, respectivamente, 8,3 % (uma de 12 amostrageja, uma amostra do leite adulterado com
melamina e 16,7% (2 amostras de 12 amostras), jay w@a amostra de leite puro e outra

adulterada com formaldeido.
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Uma vez que nado foi possivel diferenciar entre meséras utilizando os valores de
corrente extraidos dos voltamogramas ciclicos obtid partir dos eletrodos individuais, a
utilizacdo de uma combinacédo de sinais foi propadien de conseguir uma boa separacéo entre
as amostras adulteradas e ndo adulteradas, alélistoiguir entre os trés contaminantes. Figura
4.5D mostra o gréafico de PCA obtido usando os ealadie corrente dos eletrodos de ouro, platina
e cobre, com e sem adulterantes. A separacao ehra as amostras ndo adulterados e cada
adulterante pode ser observada. Este resultadeeficado pelo grafico de HCA (Figura 4.6),
onde ndo ha amostras erroneamente agrupadas, deandosgque a combinacdo das informacdes
extraidas através dos trés eletrodos pode seragidipara discriminar entre amostras de leite ndo
adulteradas e aquelas adulteradas com formaldailamina ou ureia.

Um grafico de pesos (ndo mostrado) foi construidm © intuito de determinar qual
variavel extraida por cada eletrodo foi responspek discriminacdo entre os adulterantes. Como
esperado a partir da andlise dos perfis de voltaanes variaveis responsaveis pela identificacéo
de melamina foram relacionadas com o eletrodo alzalino de cobre, que forma um par ibnico
com este contaminante, juntamente com o eletrodmid® o qual teve a sua superficie altamente
bloqueada por esse analito. A variavel extraida couso do eletrodo de trabalho de ouro foi
também responsavel pela separacdo de amostragradal com ureia a partir dos outros
contaminantes, ao passo que as variaveis extrafslao eletrodo de platina foram identificadas
como sendo responsaveis pela discriminacdo dastrasosdulteradas com formaldeido. Ao
comparar os resultados dos gréficos de pesos comdeo®CA e HCA de cada eletrodo
individualmente, amostras adulteradas com ureiaetamina foram correlacionadas com o
eletrodo de ouro (Figura 4.5A), o que o motivo daglos deste eletrodo serem 0s responsaveis
pela discriminagéo entre essas amostras. Tal catrra@mente mencionado, na PCA do eletrodo
de cobre (Figura 4.5B), as amostras de melaminao ekicalizados distante dos demais
adulterantes, o que indica que o eletrodo de cqowvavelmente desempenha um papel
importante na discriminacdo da melamina, tal coorfiomado pelo grafico de pesos. Na Figura
4.5C, pode ser visto que, para o eletrodo de plats amostras de formaldeido foram todas
agrupadas distantes das outras amostras, demaltstramvamente concordancia entre o0s
resultados obtidos a partir das PCA dos eletroddwiduais e os obtidos pela combinacdo da

informacéo extraida a partir de todos os eletraldogsabalho.
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Experimentos também foram realizados em amostréaitdedesnatado e semi- desnatado
contaminados com 0s mesmos trés adulterantes. a7 mostra os graficos tridimensionais
destas amostras de leite, todos resultados obpiaias uma mesma marca (Elegé®). Um grafico
3D, Figura 4.7, foi usado em vez de um 2D, a fimnd&uir uma maior quantidade de informacéo
total (85,42 % , gréafico 3D; 68,16 %, grafico 2D)que resultou em uma melhor discriminagéo
entre as amostras. Os graficos de PCA para cadadépleite indicaram que as amostras nédo
adulteradas podem ser discriminadas das adulteraddambém podem ser separados por
adulterantes. As amostras contendo os mesmos @hiéie podem ser vistas localizadas em
regides distintas dos gréaficos para cada tipo ide, lro entanto, a varidvel extraida responsavel
pela identificacdo de cada adulterante foi tida @@mmesma, mas com uma maior ou menor
significAncia. Estas diferengas podem ser atrilsuddadiferentes porcentagens de gordura em cada

tipo de leite, o que leva a diversas interacoe® &t amostras e os eletrodos do arranjo [85].
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Figura 4.7. Gréficos de PCA de
amostras de leite da marca Elegé

dos tipos: integral (A), desnatado
(B) e semidesnatado (C). Amostras
comerciais de leite ndo adulteradas
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Outras duas marcas foram testadas, Qualitd e Rdrncalm amostras também de leite
integral, desnatado e semi-desnatado. Os resultaloiidos seguiram os mesmos padrbes de
discriminacao obtidos com a marca Elegé, indicae® o método proposto ndo se limita a uma
Gnica marca ou tipo de leite.

Com isso, 0 método proposto, lingua eletrénica amt@ppor trés eletrodos de trabalho
(Au, Cu e Pt) pode ser usada com o intuito de idnscar rapidamente amostras de leite adulterado
com ureia, melamina e formaldeido. Além disso, rcentracdo de melamina detectada € menor
gue a metade daquela utilizada no caso de adudterag China, onde milhares de pessoas

sofreram com esse processo de adulteragao.

4. Conclusodes

Demonstrou-se a possibilidade de fabricacdo de limgaa eletrénica para uma rapida e
eficiente deteccdo de adulteracdo de leite comaufermaldeido e melamina, onde os sinais
voltamétricos registrados com diferentes eletrodestrabalho foram usados como dados de
entrada para os meéetodos de reconhecimento de gad&bdesupervisionados (PCA e HCA). A
lingua eletrbnica voltamétrica proposta utilizoeteldos metalicos e foi capaz de discriminar
entre os trés contaminantes anteriormente menaisnawch concentracdes acima de 10,0, 4,16, e
0,95 mmol [* para o formaldeido, ureia e melamina, respectivén®s limites de discriminacao
alcancados sdo superiores aos relatados na ligrahcluindo a quantificacdo de um Unico
adulterante e técnicas eletroquimicas relatadoQaar et al. [169] e Trivedi et al. [170], que
relataram limites de deteccdo de 9,6 ¥ hdol L* para a melamina e 2,5 x16nol L™ para a
ureia. Naoé do nosso conhecimento qualquer estulisando o teor de formaldeido em amostras
de leite utilizando sensores eletroquimicos. Entreste, o método proposto foi desenvolvido sem
uma etapa de pré-tratamento e os trés adulterdotasn analisados em conjunto e néo
individualmente. Semelhante a nossa abordagemoiCettal. [92] propuseram uma discriminacéo
guimiométrica simultéanea utilizando sinais voltaneés para a ureia e melamina atingindo os
limites de discriminacdo de 121,4 ¢ (2 mol L) e 85 mg [* (0,7 mmol %) para ureia e
melamina, respectivamente. E importante destacaroglimite de discriminacdo para a ureia é

maior do que o proposto neste trabalho e semellparte a discriminagdo de melamina. Além
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disso,é possivel detectar simultaneamente pelo dméfroposto estes trés processos de
adulteracdo com limites de discriminacdo abaixodiz®es de ingestéo tolerdveis recomendadas
pelas organizacbes de salde e 0s encontrados es) reass, em que os fraudadores utilizam
grandes quantidades de adulterantes, como na Chid Diferentes marcas de leite foram
analisadas utilizando esse método, demonstrandm agge a lingua eletrbnica proposta tem

grande potencial para diferenciacao entre adufiesaem uma ampla variedade de marcas de leite.
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MIP: uma alternativa interessante

Na tentativa de deteccdo da contaminacéo de alim@oat agentes quimicos ou bioldgicos,
bem como na discriminacdo dessas contaminacfes)saltpminhos podem ser seguidos, como
agueles que foram apresentados neste trabalhoaRargaminacgao biologica, nossa proposta foi
o desenvolvimento de uma embalagem que tivesse segunda funcdo atuar como um detector
da presenca de organismos patogénicos e, consemeette, potencial causador de doencas de
origem alimentar. No caso das contaminacfes quémieen uma amostra especifica aqui, a
proposta foi usar um dispositivo que pode ser runizado e utilizado diretamente em amostras
nas casas dos consumidores ou ainda na fase decfoocEntretanto ha outras maneiras de se
detectar a presenca de micro-organismos e a d&éaalas quimicas também de uma forma rapida

e especifica, a utilizacdo de polimeros moleculatengnpressos.

Os polimeros molecularmente impressosio- inglés molecularly imprinted polymers
(MIPs) — estdo sendo largamente utilizados como receptingéticos a base de polimeros ou
como anticorpos artificiais por sua habilidade eimeatizar sistemas naturais. Entretanto, quando
comparados aos produtos naturais de reconhecimelet®,oferecem diversas vantagens como

robustez, especificidade, baixo custo e possildiédie reutilizagéo [172].

Uma vantagem inerente da impressao molecular, gmesido comprovado por muitos
exemplos, é a possibilidade de sintetizar adsoegecdm seletividade pré-determinada para um
analitos em particular. A etapa chave da técniagpélimerizacdo dos mondmeros funcionais na
presenca das espécies a serem impressas (analiipsaasubsequente remoc¢ao das moléculas
impressas deixa para tras cavidades especificas.mO@s6meros funcionais se tornam
espacialmente fixos no polimero via interacdes emnespécies impressas durante a reacdo de
polimerizacdo. O resultado é a formacdo de marcavidades) no polimero que séao
complementares estérica e quimicamente ao liganteatlelagem. Estas modelagens possibilitam
ao polimero religar seletivamente a molécula inggesiesmo em uma mistura de compostos
[173].
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&SRR

Figura 5.1: Polimerizacéo e formacao da cavidade especiticaahdomero.

Os MIPs aqui demonstrados séo parte da linha dpiigasdo Dr. Subrayal M. Reddy, da
Universidade de Surrey, no Reino Unido, com o div@mos o prazer de trabalhar e sermos
apresentados a este assunto. Eles séo testesipaedisnpara o desenvolvimento de biomarcadores
de doencas como, por exemplo, o cancer. Aparentenesies testes e amostras nao estao
relacionados ao nosso trabalho, entretanto elesraser de modelo para a demonstracdo da

técnica, que pode ser aplicada a qualquer molgicutéalmente).

O principal objetivo do trabalho foi demonstrar sowle técnicas de reconhecimento de
padrbes para identificar os perfis das impressOgiaid das proteinas acopladas com
caracterizacdo eletroquimica, o que nos levou aioteeacdo entre MIPs e lingua eletrbnica, uma
relacdo nova mas com muito potencial [174]. Pasa, isitilizamos MIPs de quatro diferentes
proteinas modificando eletrodos de carbono vitra@ posteriores registros de voltamogramas

ciclicos e discriminagdo com ferramentas quimioitest

2. Procedimentos experimentais

2.1. Estudo eletroquimico utilizando MIPs para fabicagcédo de linguas eletronicas

Acrilamida (AA), N,N-metilenebisacrilamida (bis-AApersulfato de amonio (APS), N,N,N,N-
tetrametiletildiamina (TEMED), duodecil sulfato dédio (SDS), acido acético glacial (AcOH),
tampé&o fosfato salino (PBS) em pastilhas (137 mimfoNaCl; 27 mmol [* KCI; 10 mmol L*
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NagHPQy; 1,76 mmol [ KH,PQy), dicloreto de metilviologénio hidratado, hemdmitm bovina,
albumina sérica bovina, citocromo C, e mioglobieacdracdo equina foram todas compradas da
Sigma-Aldrich (Poole, UK). Peneiras (75 pm) foreompradas da Inoxia Ltd. (Guildford, UK).
Membranas de policarbonato de 25 mm de diametmm, teonanhos de poro de 0,8 um foram

compradas de Osmonic Inc., Minnetonka, USA.

Hidrogéis para hemoglobina bovina (haemoglobin m@\{BHb)), albumina sérica bovina
(bovine serum albumin (BSA)), citocromo C (cytoahne C (Cyt C)), e mioglobina de coragéo
equino (equine heart myoglobin (EMb)) foram sirgadios individualmente por dissolucdo AA (54
mg) e bis-AA como agente de reticulagdo (6 mg)tgmente com a proteina a ser analisada (12
mg) em 1 ml de dgua desionizada. As solucdes fpangadas com nitrogénio durante 5 minutos,
seguido por uma adicao de 20 mL de uma solucadP& W% (m / v) e 20 mL de uma solucao de
5% (v / v) de TEMED. A polimerizacdo ocorreu a temgiura ambiente, resultando em
densidades de reticulagcdo finais de 10%. Para b#&acriado, um polimero controle néo-
impresso (NIP, do inglésyon-imprinted polymerfoi preparado de um modo idéntico, mas na
auséncia de proteina.

Depois da polimerizacdo, os géis foram granuladparadamente, utilizando uma peneira
de 75 um. Dos géis resultantes, 0,5 ml foi trarddepara um tubo eppendorf de 1,5 mL de
centrifuga (Hamburgo, Alemanha) e condicionadol@eaigem com cinco volumes de 1 mL de de
tampdo PBS 150 mmol™L(pH 7,4). Isto foi seguido por cinco volumes denl solucdo do
eluente 10% de AcOH/SDS (pH 2,8). Um periodo adaiale cinco lavagens de 1 mL de de
tampdo PBS 150 mmol™L(pH 7,4) foram realizados para remover qualqusidi® do eluente
AcOH: SDS e equilibrar o gel. Cada passo do coadamento foi seguido por uma etapa de
centrifugacdo usando uma mini centrifuga Eppendtaimburgo, Alemanha) durante 3 minutos a
6000 rpm (RCF: 2419 xg).

2.2. Analises eletroquimicas

As superficies dos eletrodos de carbono vitrearfaredificadas individualmente com 20
mg de MIP Cyt ¢, BHb, EMb e BSA. A camada de MIPrfmntida no eletrodo com a utilizagédo
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de membrana de policarbonato, com poros de 0,8jumamente com um o-ring para prender a
membrana. A membrana de policarbonato foi escolpatgue 0s seus poros sao suficientemente
pequenas para reter o gel (75 mm de tamanho deytarf e , ao mesmo tempo , suficientemente
grandes para permitir que a proteina se difundarédrda solucdo. A janela de potencial de todas
as medicdes quimicas foi de 0,0 a -0,9 V com unhecidede de varredura de 100 mV*:sum
eletrodo de referéncia Ag/Ag&d sawrado€ UM fio de platina como contraeletrodo, sistegedb a

um potenciostato / galvanostato Autolab Il ( Uttet¢kolanda) . Os eletrodos modificados foram
colocados numa solucédo de PBS (pH 7,4 ) e SDS g !%yvV ) e analisadas ap0s um periodo de
equilibrio de 20 minutos . Subsequentemente, ag®e$ de 15,4 mmol L de proteina (BHb ,
BSA , EMb e Cyt ¢ ) dissolvido em tampéo PBS ( p#)7e SDS a 5 % ( m / v), foram colocadas
de forma independente na célula e voltamogramasnfaybtidos em intervalos de 10 minutos
durante 60 minutos . Deve notar-se que as solugdégqwoteina foram agitadas entre medicdes,
durante 3 minutos; eletrodos GC foram limpos, malid testados com metilviologénio entre cada

novo experimento tanto de MIP, quanto de NIP.

2.3. Andlises quimiométricas

Analise de componentes principais (PCA) e Andliseagrupamentos hierarquicos (HCA)
foram realizadas utilizando o software Statistita®Dl(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). As analises
foram realizadas utilizando os valores de densidbsle€orrente voltamétricas sem previo pré-
processamento ou escalonamento provenientes dosdeke de GC limpos ou modificados como
dados de entrada para as ferramentas quimiométricatas as curvas voltamétricas foram
registradas trés vezes para cada amostra em uram @eatoria usando um GC limpo ou um

novo eletrodo de GC modificado.

3. Resultados e discussao

Com o intuito de permitir o reconhecimento de bimadores de doencas, algumas

proteinas de grande importancia biolégica foramlisadas: hemoglobina (BHb — bovine

126



CAP.5 — PERSPECTIVAS: DISCRIMINACAO DE ALIMENTOS

hemoglobin), mioglobina (EMb — equine mioglobinjtocromo ¢ (Cyt C) e albumina (BSA —
bovine serum albumin). Através do monitorament@aslalm rapido diagnéstico do tipo de cancer

ou outra doenca pode se tornar possivel.

Trés das quatro proteinas utilizadas nos ensamsséaloproteinas e é de se esperar que
elas apresentem sinal eletroquimico, por apresamtamm centro ativo (metal). Entretanto, suas
estruturas tridimensionais ndo permitem a exposigésses centros e utilizando eletrodos
convencionais ndo € possivel que haja a transiaréde elétrons e consequente sinal
eletroquimico detectavel. Entdo € preciso que asmag sofram mudancgas de conformacgdes
permitindo a reducéo dos grupos heme na supedicedetrodo de carbono vitreo e promovendo a

eletrocatélise da reducédo do oxigénio [173].

A fim de confirmar esta afirmacéo foram registradokamogramas ciclicos com eletrodo
de carbono vitreo limpo na presenca do surfact®@iS nas solucdes das proteinas. As
concentracdes das proteinas em solucéo foram hSod Iji* (BHb - 1 mg mL*, BSA — 0,98 mg
mL™, EMb — 0,26 mg mt, and Cyt C — 0,185 mg ), em uma solucdo que continha tamp&o
PBS (pH 7,4) e 5% SDS (m/v). Como pode ser vistéigara 5.2, na presenca de BSA e Cyt &
possivel ver um sinal de reducéo catddica do olgéissolvido, o que foi confirmado com o
borbulhamento de argdnio na solucéo utilizadaaja as proteinas BHb e EMb, um deslocamento
do pico de reducdo pode ser observado para umgmtenenos negativo, o que indica que o

processo eletrocatalitico acontece na superficeetodo.
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Figura 5.2 Voltamogramas ciclicos registrados com eletrodaarbono vitreo em tampéo PBS
(pH 7,4), SDS 5% (m/v), na presenca da solucécejoat(15,4 pmol 1) (Cyt C (a), BSA (b),
EMb (c) e BHb (d)). v = 100 mV's

Esta mudanca ocorre provavelmente porque na madabtnconformacédo as proteinas BHb
e EMb tém seus centros de ferro expostos e porassmlucdo do Fe (lll) a Fe (Il) ocorre na
superficie do eletrodo eletrocatalisando a redwghioxigénio, que ndo mais ocorre na superficie

do eletrodo, ver esquema 5.1.

Esquema5.1: Mecanismo da mudanca de conformacgéao

PN ocorrida nas proteinas com centros de ferros expost
Fatlil} Faflly em contato com SDS.
e -
P
w“’r S
Ty o
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Com o propésito de discriminar as proteinas, aoslale corrente dos voltamogramas
foram utilizados como dados de entrada da ferraanB@A e o grafico obtido pode ser visto na
Figura 5.3.
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Figura 5.3 Grafico de escores obtido em solugdo de PBS (ghf DS 5% (m/v) usando os
dados de densidade de corrente na presenca dercaeima (15,4 pmol ). E=0,0 V, E;1=-0,9
V, Er=0,0 V=100 mV §.

A Figura 5.3. mostra uma discriminacdo ndo muigwe;lo que foi confirmado por erros de
discriminacdo das amostras com a ferramenta HCACGla s6 é possivel perceber com nitidez a
separagcdo entre as proteinas que apresentam éxpakdcseus centros de ferro (BHb, EMDb)
daquelas que ndo apresentam (Cyt e BSA). Desejamadodiscriminacdo mais clara, tentou-se
utilizar os MIPs das proteinas, a fim de que osnmoss se mostrassem seletivos e as
discriminacdes fossem melhoradas.

Dessa forma, os eletrodos modificados com os Mt?am utilizados em ensaios
voltamétricos na presenca das solucdes destasna®teovinas e equinas na tentativa de se obter
sinais analiticos capazes de diferenciar e tambémdemonstrassem a afinidade dos MIPs por
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suas proteinas especificas. Os eletrodos foranbegos com uma camada do polimero contendo
as cavidades de uma das proteinas (BHb, Mb, C®8S2\) (MIP) e com ele foram registrados
voltamogramas em solucdo da proteina especificaietiagcavidade e também nas demais
proteinas, para que houvesse comparagdo entresutades. As solucdes das proteinas foram
preparadas em tampao PBS e a elas foram adicior8id&s 5%. A Figura 5.4 mostra a
discriminacdo obtida com os voltamogramas regisgado momento em que o eletrodo foi
colocado em contato com a solugéo de proteina @€mmpinuto). Na Figura 5.4 € possivel ver que

ndo ha grupamentos bem definidos.

409 = BHb
® BSA
A A CytC
A A EMb
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Figura 5.4: Gréafico de escores obtido em solu¢cdo de PBS (@il BDS 5% (m/v), com um
eletrodo de carbono vitreo modificado com polimgedBHb MIP usando os dados de densidade
de corrente na presenca de cada proteina (15,4 lLitholE=0,0 V, E1=-0,9 V, E= 0,0 V= 100

mV s *. Medidas realizadas apés 0 min de exposic&o &ipeot

Como era preciso conhecer o tempo de difusdo daipeoatravés do polimero, registros
foram feitos a cada 10 minutos, durante uma horecada solucdo de proteina. A Figura 5.5
mostra o grafico de escores obtido apdés 10 mirdgosxposicdo do MIP as solucdes de todas as
proteinas (realizadas separadamente, uma a uma).o€aados de corrente dos voltamogramas

foi possivel discriminar as proteinas com o auxd@s ferramentas quimiométricas e elas
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mostraram que ndo h& erros de classificacdo emstrgrgpos, o que mostrou que o0 tempo
necessario para a completa difusdo das proteir@gatdo polimero é de apenas 10 minutos, pois

apos esse tempo, até o final (60 minutos) o mefihanteve o mesmo (dados ndo mostrados).
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Figura 5.5. Grafico de escores obtido em solu¢do de PBS7@h SDS 5% (m/v), com um
eletrodo de carbono vitreo modificado com polimgedBHb MIP usando os dados de densidade
de corrente na presenca de cada proteina (15,4 lLitholE=0,0 V, E1=-0,9 V, E= 0,0 V= 100
mV s *. Medidas realizadas apés 10 min de exposicaotaipeo

Para confirmar os resultados obtidos com a PCAnforegistrados também graficos de
HCA, sendo um deles mostrado na Figura 5.6, o goeordou com os dados de PCA, ilustrando a
discriminacdo de cada proteina em um grupo distsgm erros de discriminacdo. Para cada MIP
testado foi utilizado um controle, chamado NdB {nglés, non-molecular imprinted polyrheum
polimero que ndo continha a cavidade da proteina.
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Figura 5.6: Grafico de HCA obtido em solucao de PBS (pH /DS 5% (m/v), com um eletrodo
de carbono vitreo modificado com polimero de BSAPMisando os dados de densidade de
corrente na presenca de cada proteina (15,4 uMol&=0,0 V, E,1=-0,9 V, E= 0,0 V= 100 mV

s *. Medidas realizadas apés 10 min de exposic&otaipeo

O método proposto se mostrou eficiente para dimscar as quatro proteinas testadas,
indicando que os eletrodos de carbono vitreo neadibs com MIPs podem ser usados como
sensores para tal discriminacédo. Observou-se guecé&so atingir uma taxa de aglomeracéo critica
das moléculas para que as moléculas possam sa refigentemente as suas cavidades presentes
nos hidrogéis utilizados para modificar eletrod@s testes também sugerem que o uso das
ferramentas quimiométricas torna as deteccfes mrapidas. A deteccdo de diversas proteinas se
faz necessaria quando se deseja diagnosticar doaaizacomo problemas cardiacos ou cancer. O
método sugere que diversos MIPs podem ser utilzamoprocesso de discriminacdo, além da
possibilidade de acoplamento de outras técnicasctemo microbalanca de cristal de quartzo e

sensores opticos.
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Como dito anteriormente, o acoplamento entre MIBisgositivos inteligentes ainda € algo
muito recente, entretanto com grande potencial pasacesso, uma vez que ambas as ideias sédo
simples, de facil aplicagdo e podem ser utilizadas diferentes amostras e meios. No caso
especifico de nosso trabalho, os MIPs poderiamtdeados para a deteccdo de contaminacéo de
alimentos com agentes biolégicos tanto através eds &OCs como por meio de proteinas
especificas dos micro-organismos. No caso da adgéie com substancias quimicas, a deteccdo
poderia ser feita através de uma cavidade espeedfiic sensor para diferentes adulterantes

presentes nos alimentos.

Além disso, a ideia dos marcadores de doencasgmdena das linhas de investigacdo do
grupo de pesquisa do professor Thiago Paixdo, wmaque ha um interesse por este tipo de

amostras e trabalhos do grupo relacionados aesste t
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Consideracoes finais

O trabalho apresentou algumas alteamtpara a identificacdo e discriminacdo de
alimentos contaminados por micro-organismos paticgs e adulterados quimicamente. O
primeiro dispositivo apresentado foi um nariz “agéronico” que combina a utilizacdo de um
polimero biodegradavel natural e compativel comeatitos, a incorporacdo de corantes, o uso de
ferramentas quimiométricas e a utilizacdo de umrtpin@ane para a deteccdo das mudancas de
coloracdo das membranas na embalagem dos alimguérsio estes estdo contaminados com
micro-organismos. O dispositivo proposto € um metaapido, barato e de facil utilizacdo para
todos os consumidores, uma vez que, a simples madam padrdo de cores das membranas €
capaz de dizer o nivel de contaminacdo e quaisi@®-4mrganismos responsaveis por ela. A ideia
da inovacdo proposta é a incorporacdo a embalagmmalinentos destas cinco membranas
coloridas na forma de uma etiqueta que mudara ideoto a interagcdo dos compostos volateis que
serdo produzidos pelos micro-organismos que estafdmizando os alimentos no processo de
contaminacéo deles. Esta mudanca na coloracaoseodmalisada por um aplicativo instalado no
smartphone do consumidor (ou vendedor), que ter®gesposta o grau de contaminacao e quais
0S organismos responsaveis por ela. Foram testagitso micro-organismos patogénicos que
estdo relacionados a casos de contaminacdo dentsn&lebsiella pneumonigeEscherichia

coli, Proteus vilgarise Proteus mirabilis Eles foram analisados em col6nias reais a 32&€.

Além do dispositivo colorimétrico para uso em erageahs, uma alternativa de analise para
uso em ambientes de producdo e armazenamento idosntals, como um dispositivo para
monitoramento em tempo real foi proposto e obtidm sucesso. Foram avaliados os polimeros
acetato de celulose e policloreto de vinila (PV@)recobrimento dos cristais de quartzo de ouro
para a medicdo da frequéncia. Aminas foram disnadas com a ambos os polimeros, porém o
acetato de celulose apesentou uma maior permeagaocopostos volateis e por isso foi eleito

para compor este sistema de monitoramento de cdogpodateis.

O segundo método propds a discriminacdo de sulessageimicas utilizadas para a
adulteracédo de leite. Uma lingua eletrdnica volteoe foi desenvolvida para a uma répida e

eficiente deteccdo de adulteracdo de leite comaurgrmaldeido e melamina. Os sinais
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voltameétricos foram registrados com eletrodos dbeatlho de ouro, platina e cobre foram usados
como dados de entrada para os métodos de recor@mtgioe padrdes ndo supervisionados (PCA
e HCA). A lingua eletrdnica voltamétrica propostidiaou eletrodos metalicos simples e foi capaz
de discriminar entre os trés contaminantes em corazgges acima de 10,0, 4,16, e 0,95 mmbl L
para o formaldeido, ureia e melamina, respectivéené&h método proposto foi desenvolvido sem
uma etapa de pré-tratamento e os trés adulterdotasn analisados em conjunto e néo
individualmente, com limites de discriminacdo abaidas doses de ingestdo toleraveis
recomendadas pelas organizacdes de salde e osradosrem casos reais, em que os fraudadores
utilizam grandes quantidades de adulterantes, comoChina [171]. N&o é de nosso
conhecimento qualquer estudo analisando o teopmheafdeido em amostras de leite utilizando
sensores eletroquimicos. Diferentes marcas tie deaqueles com diferentes teores de gordura
foram analisadas utilizando esse método, demomtrgme a lingua eletrbnica proposta tem

grande potencial para diferenciacéo entre adufiesaem uma ampla variedade de leite.

A Ultima parte do trabalho € uma alternativa paradiscriminacdo de alimentos
contaminados quimica e biologicamente atravésitizagbo de MIPs (polimeros molecularmente
impressos). De forma sucinta, a técnica cria cadgaque sdo estérica e quimicamente
compativeis com a molécula que se deseja anadisalitp). Aqui foi apresentado um experimento
para mostrar a aplicacdo da técnica na area mguicamn ela pode ser aplicada a qualquer area. O
método proposto se mostrou eficiente para discemijuatro proteinas que estao relacionadas a
disfuncdes fisiologicas (por isso podem ser comaiks como marcadores de doencas) e, para
isso, eletrodos de carbono vitreo modificados colRdMforam usados como sensores para tal
discriminacdo em conjunto com as ferramentas quméidcas PCA e HCA. A deteccdo de
diversas proteinas se faz necesséaria quando sia desgnosticar doencas, tais como problemas
cardiacos ou cancer. O metodo sugere que diversBs pbdem ser utilizados no processo de
discriminacao, além da possibilidade de acoplamdatoutras técnicas, tais como microbalanca

de cristal de quartzo e sensores Opticos.
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