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RESUMO

Goncalves, W. B. Desenvolvimento de novos materiais sensitivos a base de
compositos de FesO4 para aplicacdo em sensores de gases e hariz eletrbnico.
2020. 167p. Tese - Programa de Pds-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Compositos a base de ionogel foram preparados a partir dos
componentes EMIMDCA, Fes04 e gelatina, aplicados como camada sensivel
em sensores de gases e testados em narizes eletrbnicos. A andlise dos
componentes principais (PCA) mostrou que o0s narizes exibiram excelente
discriminacdo entre uma variedade de compostos organicos volateis.
Diferentes classificadores, como random forest, multilayer perceptron e K-
nearest neighbor, foram empregados para avaliar a acuracia na previsao dos
sensores, obtendo valores acima de 98%.

Os narizes eletrdnicos formados por esses sensores foram empregados
em diferentes aplicacbes, comecando pela diferenciacdo de mel puro e
adulterado, sendo capazes de distingui-los com elevada precisdo. O
diagnéstico de parvovirose canina também foi estudado, doenca com elevada
taxa de mortalidade em cées. O diagnostico da doenca foi feito com 100% de
acuracia. Estudos com bactérias patogénicas de origem alimentar foram
conduzidos. Os sensores foram capazes de diferenciar Salmonela de outras
bactérias em diferentes meios de cultura, além de distinguir diferentes espécies
de bactérias (Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e Pseudomonas
fluorescens) inoculadas em diversos tipos de carne.

Duas inovacbes sdo apresentadas neste trabalho: i) aplicacdo de
diferentes ionogéis produzidos com 0S mesmos componentes em um nariz
eletrdnico e ii) aplicagdo de um nariz eletrénico a base de ionogel em situactes

reais.

Palavras-chave: ionogel, sensores de gas, nariz eletrbnico, mel, parvovirose,
bactérias.



ABSTRACT

Goncalves, W. B. Development of new sensitive materials based on Fes0,
composites for application in gas sensors and in electronic nose. 2020. 167p.
PhD Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de
S&o Paulo, Sao Paulo.

Composites based on ionogel were prepared from the components
EMIMDCA, Fes30O4 and gelatin, applied as a sensitive layer in gas sensors, and
tested in an electronic nose. Despite the use of only 3 components, two sets
with 4 sensors each were developed. Principal component analysis (PCA)
showed that the electronic nose exhibited excellent discrimination between a
variety of volatile organic compounds. Different classifiers, such as random
forest, multilayer perceptron and K-nearest neighbor, were used to evaluate the
accuracy in the prediction of the sensors, obtaining values above 98%.

The electronic noses were used for different applications starting with the
differentiation of pure and adulterated honey, being able to capable distinguish
it with high precision. The diagnosis of canine parvovirus was also studied, a
disease with a high mortality rate in dogs. The diagnosis of the disease was
done with 100% accuracy. Studies with foodborne pathogenic bacteria were
conducted, the electronic nose was able to differentiate Salmonella from other
bacteria in different culture media, and also to distinguish different bacteria
species (Salmonella Typhimurium, Escherichia coli and Pseudomonas
fluorescens) inoculated in different types of meat.

Two innovations are presented in this work: i) application of different
ionogels produced with the same components in an electronic nose and ii)

application of an electronic nose based on ionogel in real situations.

Keywords: ionogel, gas sensors, electronic nose, honey, parvovirus, bacteria.
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Capitulo 1: Introducao



1.1 Oxidos de Ferro

Os oxidos de ferro sdo compostos que estdo presentes no cotidiano da
sociedade e sdo encontrados nos solos, rochas e agua. Este minério esta
sendo utilizado pela humanidade ha séculos, podendo ser notado nas pinturas
rupestres, mostrando sua estabilidade e durabilidade. Os principais minérios de
ferro encontrados de forma natural sdo hematita (a-Fe203), geotita (FeOOH) e
magnetita (FesO4). Estes Oxidos sdo de grande importancia devido as suas
propriedades elétricas, magnéticas, fisico-quimicas e morfoldgicas. As
aplicacdes sao diversas, podendo citar catalise heterogénea, pigmentos,
processo Harber-Bosch para producdo de amonia, processo Fischer-Tropsch
para producéo de hidrocarbonetos liquidos, etc.?

Dentre os diferentes tipos de 6xidos de ferro conhecidos, hematita,
magnetita e maghemita (Y-Fe203) sdo os mais utilizados. A hematita & o 6xido
de ferro conhecido h&4 mais tempo, sua estrutura consiste em pares de Fe(O)s
octaédricos ligados em uma célula unitaria hexagonal. E fracamente
magnética. A magnetita € o 6xido de ferro mais magnético, possui estrutura
clbica do tipo espinélio invertido com ions Fe?* e Fe3* distribuidos em um
arranjo tetraédrico e octaédrico. A maghemita € um oxido de ferro que néo
pode ser encontrado de modo natural, é oriunda da transformacdo da
magnetita em hematita. Apesar de sua férmula molecular ser idéntica a da
hematita, sua estrutura cristalina é similar a da magnetita, porém possui

apenas ions Fe3*.23 A Figura 1 mostra as estruturas cristalinas da hematita,

magnetita e maghemita.
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(a) Hematite (b) Magnetite (c) Maghemite

Figura 1: Estruturas cristalinas dos trés oxidos de ferro mais utilizados (esferas
vermelhas sédo ions de oxigénio, pretas séo ions de ferro Il e verdes ions de
ferro 111).4

1.1.1 Nanoparticulas de 6xido de ferro

O estudo dos nanomateriais € motivado pelas propriedades elétricas,
Opticas, magnéticas e fisico-quimicas adquiridas na escala nanométrica. Essas
propriedades sdo drasticamente alteradas quando comparadas as do mesmo
material na forma “bulk”.>®

As nanoparticulas magnéticas (MNPs) de 6xido de ferro estdo dentro
desse universo de nanomateriais. Com numerosos estudos feitos, tendo esse
material como base, as MNPs de 6xido de ferro representam um dos materiais
mais estudados na atualidade. Por apresentar propriedades como
superparamagnetismo, biocompatibilidade, além de atoxicidade, permite uma
vasta aplicacdo em ferrofluidos, sistemas de refrigeracdo magnética, transporte
de farmacos, catélise, entre outras.’

Apesar das vantagens apresentadas no uso de MNPs, h4 uma limitag&do
relacionada a estabilidade quimica. O nucleo magnético é facilmente oxidado
causando diminuicdo das propriedades magnéticas, além da formacdo de
aglomerados que diminuem a energia resultante da grande area superficial.

7

Para evitar tais problemas, é necessario o recobrimento das particulas com
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espécies organicas, como polimeros, surfactantes, ou com espécies

inorganicas, como silica.?

1.1.2 Métodos de sintese

A sintese de MNPs pode ser feita por diversas rotas, das quais podemos
citar os métodos de coprecipitacdo, solvotérmico, hidrotérmico, microemulséo e
decomposicao térmica. Cada método pode levar a particulas com maior ou
menor grau de cristalinidade, polidispersdo e tamanho?

O método de coprecipitacdo € o mais utilizado para a sintese das MNPs
por ser simples, barato e pode ser feito em grande escala, além de ter a
possibilidade de sintese a temperatura ambiente. A sintese consiste no
tratamento de uma mistura de sais de ferro, Fe?* e Fe3*, na proporgdo molar
1:2, com uma base, sendo o hidroxido de aménio a mais comum. A reacdo €
feita em atmosfera inerte para evitar a oxidacdo da magnetita. Apesar das
vantagens, as MNPs sintetizadas por esse método possuem baixa
cristalinidade e alta distribuicdo de tamanho, o que pode ser contornado,
utilizando elevados valores de pH durante a sintese (pH 11), controle da
velocidade de agitacédo e aguecimento.*8?9

Na decomposicdo térmica, € utilizado um precursor de ferro
organometalico ou complexo metélico que dissolvido em um solvente organico
com alto ponto de ebulicdo na presenca de um surfactante, sdo decompostos
gerando MNPs com alta cristalinidade e baixa distribuicdo de tamanho. Existem
dois métodos de preparacdo, no primeiro o precursor metalico é adicionado a
reagdo previamente aquecida, e no segundo, a solugcdo € preparada a
temperatura ambiente e, posteriormente aquecida. Uma importante

caracteristica da decomposicdo térmica é a possibilidade da sintese de MNPs
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com o controle do numero de etapas da reacdo, de acordo com 0 precursor
metalico utilizado. Um precursor metalico com ferro de valéncia zero, como
Fe(CO)s, leva a formacdo do metal, que na presen¢a de um oxidante brando
forma o oOxido. J& precursores metalicos catidnicos, como [Fe(acac)s],
conduzem diretamente as MNPs. Uma desvantagem desse método é que as
particulas sintetizadas séo sollveis apenas em solventes apolares.*8°

Os métodos de sintese hidrotérmico e solvotérmico diferem basicamente
no solvente utilizado. O método hidrotérmico utiliza solucdo aquosa, enquanto
o solvotérmico, solucdo ndo aquosa. Ambos utilizam altas temperaturas (na
faixa de 130 — 250°C) e presséao de vapor (0,3 — 4MPa) para producdo de
MNPs com alta cristalinidade e controle de tamanho e forma, podendo-se obter
nanoestruturas de 6xido de ferro como nanotubos e nanoesferas ocas.*&°

A microemulsdo é uma mistura isotropica termodinamicamente estavel
entre dois liquidos imisciveis na presenca de um surfactante que forma uma
pelicula na interface entre os dois liqguidos. Em uma microemulsdo de agua e
Oleo, a fase aquosa contendo o sal de ferro € dispersa como microgotas,
enguanto o Oleo € a fase continua formada por hidrocarbonetos e olefinas. A
microemulséo pode ser de dois tipos: direta (6leo disperso na agua) ou inversa
(agua dispersa no 6leo), sendo ambas usadas para sintese das MNPs. Apesar
do uso de surfactantes, as MNPs produzidas por esse método precisam passar
por diversos processos de lavagem e estabilizagéo por causa da formacao de

agregados, levando a um baixo rendimento e uso de solvente em excesso.*8?°
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1.2 Liguidos ibnicos

Liquidos i6nicos a temperatura ambiente, liquido i6bnico ndo aquoso, sal
fundido, sal de liquido orgénico e sal derretido sdo termos utilizados para
descrever sais na fase liquida.'® Liquidos idnicos (LIs) s&o sais compostos de
ions carregados positivamente e negativamente, que possuem ponto de fusao
até 100 °C. Sais liquidos acima desta temperatura sdo chamados de sais
derretidos.1°

O primeiro registro na literatura dos LIs foi o nitrato de etanol amonio
feito por Gabriel em 1888 que possuia ponto de fusdo de 55 °C.
Posteriormente, em 1914, Walden publicou um novo LI com ponto de fuséo de
12 °C, o nitrato de etilamonio (EAN).'112 Apesar do primeiro registro de LI na
literatura datar de 1888, apenas nos anos 1990 a pesquisa por diferentes LIs e
suas aplicagbes ganharam maior atencdo pelos pesquisadores com a
publicacdo da sintese do tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazélio
([BMIM][BF4]) e hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazélio ((BMIM][PFe]).1314

Os Lls sdo compostos ndo inflamaveis, ndo volateis, apresentam
condutividade ibnica, estabilidade térmica, quimica e eletroquimica, além de
serem considerados solventes verdes.'® Alguns dos principais cations utilizados
sdo Alquilaménio, Alquilfosfénio, N,N — Dialquilimidazdlio e N — Alquilpiridinio.
Enquanto os &nions mais comuns sdo o0 hexafluorofosfato, acetato de
trifluorometil, tetrafluoroborato, dicianamida, Bis(trifluorometilsulfonil)imida,
cloreto, brometo e trifluorometilsulfonato.’?® A Figura 2 mostra as estruturas

dos cations e anions mais comuns.
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Figura 2: Cétions e anions mais utilizados em estudos com LIs.

Os Lls foram inicialmente aplicados como solventes em diversas
reacOes de sintese organica, substituindo os solventes organicos tradicionais.
Jaerger e Tucker 1718 foram os primeiros a aplicar o EAN como solvente para a
reagdo de Diels Alder do ciclopentadieno com acrilato de metila e
metilvinilcetona. Esta reacdo gera uma mistura dos produtos endo e exo, e 0
solvente tem influéncia na seletividade. Utilizando o EAN, o produto endo é
formado preferencialmente. Apesar de nao conseguir melhores rendimentos
que a mesma reacao feita em agua, o EAN pode ser utilizado com reagentes

sensiveis a umidade Figura 3.

EAN
- ’/\002CH3 R /’ + Aico CH
25°C, 72h s

CO2CH3

85% 13%

Figura 3: Primeira reagéo de Diels Alder do ciclopentadieno com o acrilato de
metila aplicando LI como solvente.
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A reacdo de Heck também foi estudada utilizando LIs como solventes.
Kaufmann et al.'*#'® foram os primeiros a aplicar sais fundidos de
tetralquilamdnio e tetralquilfosfénio na reacdo do bromobenzeno com o acetato
de butila catalisada por paladio. No término da reacdo nado foi observado a
formacdo de precipitado, indicando que mesmo o paladio elementar

permaneceu dissolvido (Figura 4).

Xy, -CO:Bu

COZBu [Fd]
D o
— [BugPCmHgg]Br, NEtg

Figura 4: LI como solvente numa reagéo de Heck.

Além da substituicdo dos solventes organicos convencionais, 0s Lls
também sdo empregados como catalisadores, podendo exercer a funcédo de
solvente e catalisador na mesma reacao. Zolfigol et al.?® mostraram o uso do LI
cloreto de 3-metil-1-sulfo-1H-imidazolio como catalisador e solvente na
preparacdo de N-sulfonil iminas a partir de sulfonamidas e compostos
carbonilicos a temperatura ambiente. O LI sintetizado, quando comparado com
outros Lls citados na literatura para a mesma reacéo, foi mais robusto com
menor tempo reacional e maior rendimento. Os autores ainda mostraram que o
catalisador era reciclavel e reutilizavel, apresentando uma série de quatro
reacdes com o mesmo LI com uma leve diminuicdo nos rendimentos, entre 92-
88%.

As propriedades de baixa pressdo de vapor, estabilidade térmica e
quimica e ndo inflamabilidade, levaram a utilizagdo dos LIs como solventes e

catalisadores de diversas reagfes organicas. Entretanto, uma propriedade
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importante que é explorada em diversos trabalhos na literatura € a alta
condutividade i6nica.?’~2® A condutividade dos Lls a temperatura ambiente (0,1
— 18 mS/cm) € menor que a de eletrolitos aquosos utilizados em baterias
alcalinas, como o KOH (29,4 wt.%) que possui condutividade de 540 mS/cm.
Apesar da diferenca de condutividade com as solucfes aquosas, os LIs quando
na presenca de solventes podem obter um aumento na condutividade, como
em tetrafluoroborato de 1-etil-3metilimidazélio ([JEMIM][BFa4]), que quando puro
€ de 14 mS/cm, porém, quando em uma solucdo de acetonitrila (2 mol/mL)
aumenta para 47 mS/cm. A Tabela 1 mostra alguns eletrdlitos utilizados em

eletroquimica.??

Tabela 1: Condutividade de alguns eletrolitos classicos aplicados em
eletroguimica.?®

Eletrdlito Solvente o [mS/cm]
H.S0., (30% [m/m]) H.0 730
KOH (29,4% [m/m]) H>O 540
NH4Cl (25% [m/m]) H.0 400
[Et2N][BF4] (1 mol/dm3) ACN 60
LiN(CF3S05)2 (1 mol/dm?3) EC + DME (1:1) 13,3
LiCFsSO3 (1 mol/dm?3) EC + DME (1:1) 8,3
LiPFs (1 mol/dm?) EC + DME (1:1) 16,6
[EtsN][BF4] (0,65 mol/dm?3) PC 10,6
[EMIM][BF4] (2 mol/dm?3) ACN 47
[EMIM][BF] (2 mol/dm3) PC 16

Os Lis também podem ser utilizados como eletrélitos na auséncia de

solventes, substituindo as solugdes convencionais.?* A Tabela 2 apresenta a
condutividade de alguns LIs comparativamente com o0s apresentados

anteriormente na Tabela 1.
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Tabela 2: Condutividade de alguns LlIs.?®

Eletrélito o [mS/cm] T/K
[BPyY][BF4] 1,94 298
[BMPyr][PFé] 7,65 368
[EMIM] [N(CF3S0y)7] 7,73 298
[EMIM][DCA] 9,53 298
[BMIM][DCA] 9,54 298
[BMPyr][DCA] 9,83 298
[EMIM][BF4] 13,05 298
[EMPyr][N(CF3S0,)2] 17,2 365
[BMPy][DCA] 17,4 298
[Pé,6,6,14] [ DCA] 156 368
[Pé,6,6,14][CoH1oCO2] 740 378

A utilizacdo dos Lls em estudos eletroquimicos pode ser encontrada
amplamente na literatura. Swain et al.?® em 1967 estudaram o comportamento
cinético e eletroquimico do benzoato de tetrahexilamo6nio. Outros trabalhos
foram desenvolvidos aplicando os Lls em estudos eletroquimicos.?’-2°
Trabalhos mais atuais aplicaram LIs na eletrodeposicdo de metais,30-32
eletrossintese, eletrdlitos,?33435 células combustivel e baterias.3®

Mukhopadhyay e Freyland®? reportaram a eletrodeposicdo de nanofios
de titAnio (Ti) em grafite pirolitico altamente orientado, utilizando o LI
bis((trifluorometil)sulfonil)imida de 1-butil-3-metilimidaz6lio como solvente e
eletrolito. Por meio da técnica de voltametria ciclica, os autores observaram um
potencial de reducdo em -0,5 V atribuido a reducéo do Ti (IV) para Ti (Il).

Yang et al.3” publicaram a primeira cicloadicdo eletrocatalitica de didxido
de carbono em epdxido a temperatura ambiente aplicando diferentes Lis

(Figura 5). O dioxido de carbono foi eletroquimicamente reduzido, produzindo o

radical (CO2") que reagiu com varios epoxidos. Os produtos gerados

apresentaram uma dependéncia do LI e do substrato utilizado.33
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+ CO L. 0 0
LI \_’4
R

Figura 5: Cicloadicao eletrocatalitica na presenca de diversos LlIs.

Considerando as propriedades e aplicagdes mencionadas acima, os LIs
aparecem como candidatos promissores para extrapolar o ambito das
pesquisas académicas e encontrar espago para aplicacdo em dispositivos
eletroquimicos e eletrdnicos, como célula combustivel, capacitores, células
solares, entre outros. No entanto, o fato de serem liquidos € uma barreira para
expansdo das aplicagcdes dos Lls em dispositivos eletronicos. Pesquisas
visando a preparacdo de compoésitos solidos baseados em LiIs estdo sendo

desenvolvidas. Tais materiais compdsitos sdo chamados de ionogéis.

1.3 lonogel

O confinamento de LIs em uma matriz sélida tridimensional, podendo ser
organica, inorganica ou hibrida (organica-inorganica), que conserve as
propriedades do LI e confira um comportamento de quasi-sélido, gera os
ionogéis.®83° Estes materiais podem ser classificados pelo tipo de interacéo
entre o LI e a matriz, podendo ser gel fisico ou quimico. No gel quimico, sdo
formadas ligacGes covalentes entre a matriz e o LI, resultando na limitagdo do
grau de liberdade do LI, diminuicdo da condutividade, limitacdo da quantidade
de LI no gel (por formar apenas uma monocamada) e necessidade de LIs mais

complexos, com grupos funcionais capazes de se ligar a matriz. No gel fisico, a
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matriz e o LI estdo ligados por interacOes fracas e reversiveis, como ligacdes
de hidrogénio ou interacdes hidrofdbicas, isto garante uma quantidade maior de
LI confinado devido a baixa presséo de vapor, além de formar multicamadas de
LI dentro da matriz e em alguns casos o LI pode ser removido da matriz,
reciclado e reutilizado.*°

Além disso, dependendo da natureza da matriz empregada € possivel
produzir ionogéis organicos, que sado formados por um gelificador organico com
baixo peso molecular ou um polimero, ionogéis inorganicos, que utilizam
nanoparticulas de o6xidos, nanotubos de carbono e O6xidos proveniente de
processo sol-gel, e ionogéis hibridos, em que as matrizes sdo baseadas em

polimeros refor¢cados com fibras inorganicas (Figura 6).4*

Gelificantes com
baixo peso
Organico Polimerizacao

Gel fisico In situ

B Polimeros
lonogel Inorganico Métodos
9 9 doping
Gel quimico
L Hibrido

Figura 6: Esquema mostrando os diferentes tipos de ionogéis.*

1.3.1 lonogéis organicos
Como ilustrado na Figura 6, os ionogéis organicos podem ser divididos
entre os gque sdo preparados com gelificantes de baixo peso molecular ou por

polimeros.
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Gelificantes de baixo peso molecular sdo moléculas organicas pequenas
gue misturadas a liquidos aquecidos, sao induzidas a gelificacao fisica com a
diminuicdo da temperatura por meio de interacdes T-m e ligacdes de
hidrogénio.*! Kimizuka e Nakashima?*?* desenvolveram o primeiro ionogel auto
montado com gelificantes de baixo peso molecular. Os autores sintetizaram
dois LIs a partir de nucleos imidazdlicos, que através da adicdo do acido L-
glutamico ou carboidratos, como beta-D-glucose e alfa-ciclodextrina, ocorria a
gelificacdo. Minakuchi et al.*® sintetizaram sete gelificantes, combinando
diferentes aminoacidos ligados ao acido glucénico e a uma longa cadeia lateral
formada de hidrocarbonetos. Esta combinacdo resultou em uma estrutura
anfifilica que foi aplicada na producéo de hidrogéis, organogéis e ionogéis, pela
imobilizacdo de uma variedade de Lls. A Figura 7 mostra a estrutura geral da
molécula contendo o aminoécido ligado ao acido glucénico e a cadeia com 16
atomos de carbono, representados pela letra R. Os aminoéacidos L-valina, L-

leucina e L-isoleucina apresentaram maior poder de gelificacéo.

MD

\MYUVV'V

OI\\\
O

H
CHy CHy

-

R= micH -_ﬁz_CH
—— CH CHg HzC——CHz
/CH3 /CHE
—T = "'CH\
\ H.C——CHs

CHa

Figura 7: Gelificantes de baixo peso molecular aplicados na producéo de
géis.*?
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A utilizacdo de polimeros para o confinamento dos LIs pode ser
realizada de duas maneiras: i) doping ou ii) polimerizacéo in situ.** No método
de doping, o LI é adicionado ou impregnado ao polimero no fim da
polimerizacdo. Este processo pode ocorrer de duas maneiras, a primeira é por
fundicdo. Na fundicdo, o polimero € dissolvido em um solvente ou mistura de
solventes até formar um gel, em seguida o LI € adicionado e a mistura &
mantida sob agitacdo para homogeneizar, por fim o solvente é removido
resultando no ionogel. Yang et al.** prepararam um ionogel utilizando o método
de fundicdo para aplicacdo como eletrélito em baterias de litio (Figura 8).
Dissolvendo o polimero poli(fluoreto de vinilideno-hexafluoropropileno) (P(VdF-
HFP)) em  N-metil pirrolidona com  posterior adicdo do LI
bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-etil-3-metililidazolio e de um sal de litio
(bis(trifluorometilsulfonil)imida de litio), seguido pela evaporagcédo do solvente, o
ionogel foi preparado. Os autores perceberam uma melhora na condutividade
ibnica e na janela eletroquimica, quando comparado com o gel sem LI.
Similarmente, Liu et al.*> prepararam um ionogel como eletrélito para aplicacéo
em baterias de lito com o mesmo procedimento de Yang et al., porém

modificaram o LI empregado.

Aa=S |

Figura 8: lonogel formado pelo método doping através da técnica de fundicéo.
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A segunda maneira em que o método doping pode ser utilizado é por
inchamento. Neste caso, uma membrana polimérica com microporos €
preparada, sendo posteriormente saturada com o LI para preenchimento dos
poros. Izak et al.*® montaram um aparato experimental baseado em uma
camera digital de alta resolucdo, com o qual estudaram o inchamento de
polimeros planos. Para isso, investigaram o inchamento de quatro diferentes
membranas com trés LlIs, concluindo que a técnica € eficiente para o
acompanhamento da cinética do inchamento das membranas, assim como o
estudo do equilibrio soluto/solvente no processo de absorcéo.

No método de polimeriza¢éo in situ, um mondémero dissolvido em um LI
é polimerizado, aprisionando o LI em sua estrutura.*” Noda e Watanabe?*®
realizaram a polimerizacdo do metacrilato de 2-hidroxietila em dois Lls
diferentes, tetrafluoroborato de 1-butilpiridinio e tetrafluoroborato de 1-etil-3-
metilimidazdlio. Utilizando um iniciador radicalar, obtiveram um gel transparente

com alta condutividade.

1.3.2 lonogéis inorganicos

As matrizes para preparacao de ionogéis inorganicos sao compostas por
particulas inorganicas que podem ser dispersas no LI ou aplicando a técnica de
sol-gel.#

Fukushima et al.*® dispersaram nanotubos de carbono de parede
simples (NTCPS) em [BMIM]|[BF4]. ApO6s a centrifugacdo para retirada do
excesso de [BMIM][BF4], um gel escuro foi formado pela reticulacéo fisica dos
componentes. Outros LIs foram empregados, levando a diferentes ionogéis. Os

NTCPS formam pacotes entrelacados com varios fios, entretanto, os autores
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observaram por microscopia eletrénica de transmissao (TEM) que n&o ocorre o
entrelacamento no gel formado (Figura 9). Similarmente, Chen el al.*°
confinaram o LI hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio ([BMIM][PFs]) em
nanotubos de carbono com paredes multiplas (NTCPM), mantendo o LI e o
NTCPM em banho de ultrassom a 90 °C para estudar o comportamento da

cristalizacdo do [BMIMPFs] confinado no interior dos nanotubos.

Figura 9: Imagem de TEM dos NTCPS A) no ionogel produzido a partir de
[BMIM][BF4] e B) apds sonicacdo em etanol.*®

O método sol-gel € amplamente aplicado na preparacdo de ionogéis,
entretanto, devido a negligenciavel pressdo de vapor do LI, ndo ocorre a
evaporacao durante a policondensacao e polimerizagdo da matriz, garantindo o
sinergismo do LI com a matriz. Este método pode ser dividido em dois
processos: (i) o hidrolitico,°>%? em que um &cido ou uma base podem ser
aplicados como catalisadores, porém formam géis frageis que séo inadequados
para aplicacbes que necessitam de boas propriedades mecéanicas e (i) 0 ndo
hidrolitico,3%* que aplica acidos, como o férmico, glicélico, entre outros, como
catalisador para formagdo dos ionogéis, produzindo géis transparentes com
boa condutividade i6nica. O trabalho de Dai et al.>® foi o pioneiro no

33



desenvolvimento da técnica sol-gel ndo hidrolitico. Aplicando o LI como
solvente, tetrametilortosilicato como precursor do sol-gel e acido férmico como
catalisador, foi possivel ampliar a producéo de ionogéis com diferentes LlI.
Dentre os materiais utilizados como matrizes, a silica € o mais popular
por sua area superficial, estabilidade mecanica e térmica.>®¢ Ueno et al.®’
prepararam um ionogel em que o LI  1l-etil-3-metilimidazdlio
bis(trifluoronetilsulfonil)imida foi aprisionado em nanoparticulas de silica (Figura
10). Os autores estudaram as propriedades de transporte idnico, observando
uma elevada condutividade proveniente da matriz interconectada formada
pelas nanoparticulas de silica. Cheng et al.>® também sintetizaram um ionogel a

base de silica e aplicaram como eletrélito para baterias de litio.

Figura 10: Dispersdo das nanoparticulas de silica em [EMIM][NTf2] em
diferentes concentracdes: a) LI puro; b) 1% [m/m]; ¢) 3% [m/m]; d) 5% [m/m] e
e) 15% [m/m].5’

Apesar da silica ser o material mais popular na preparacao de ionogéis
inorganicos, outros 6xidos também podem ser aplicados como o dioxido de

titanio, dioxio de zirconio, 6xido de aluminio, etc.%%

34



1.3.3 lonogéis hibridos

Este tipo de ionogel pode ser preparado de duas maneiras: i) gerando as
cargas inorganicas in situ via preparacdo pelo método sol-gel ndo aquoso.
Neste método uma mistura do gelificador organico, LI e um precursor das
cargas inorganicas sao misturados para posterior adicdo do acido, como na
preparacdo de ionogéis ndo hidroliticos. ii) Incorporando as particulas
inorganicas na solucéo do gelificador organico com o LI.%8 O uso de uma matriz
hibrida permite a producdo de um material que comporta uma maior
qguantidade de LI, além de agregar estabilidade mecanica, flexibilidade e facil
moldagem.®® As propriedades inerentes do LI séo conferidas ao material, assim
coOmo O mesmo passa a atuar como compatibilizador entre as cadeias
poliméricas apolares e as cargas inorganicas polares.*!

Li et al.’® desenvolveram um eletrélito a base de ionogel hibrido para
aplicacdo em baterias de litio. O material foi preparado seguindo uma rota sol-
gel ndo aquosa em que o polimero bis(trifluorometanosulfonil)imida de
poli(dialildimetilamonio) foi dissolvido em acetona, seguido pela adicdo de uma
mistura (Li-LI) do LI bis(trifluorometanosulfonil)imida de N-metoxietil-N-
metilpirrolidinio com um sal de litio (bis(trifluorometanosulfonil)imida de litio). A
carga inorganica foi formada in situ pela adicdo de &cido formico (AF) e
tetraetoxissilano (TEOS). Os autores perceberam que o0 aumento da
guantidade da mistura de Li-LI resultava no aumento da condutividade i6nica
do ionogel, associando este fato a melhora do transporte dos ions. O aumento
da quantidade de silica também melhorou a condutividade ibnica do material,
isto ocorre porque o meéetodo de sintese sol-gel in situ forma uma matriz de

silica continua beneficiando a movimentacdo dos ions. Semelhantemente,
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Khurana e Chandra®® prepararam um ionogel hibrido em que o polimero
P(VdF-HFP) foi dissolvido em acetona, acrescido da solucéo de eletrolito (Li-LI)
que consiste do LI trifluorometanossulfonato de 1-etil-3-metilimidazélio
([EMIM][Tf]) com o sal de litio (trifluorometanossulfato de litio), finalizando com
o TEOS e AF (Figura 11). O ionogel formado foi caracterizado utilizando varias
técnicas como difracdo de raios-X e calorimetria exploratoria diferencial, que
revelaram tratar-se de um material mais amorfo que o polimero puro. A
voltametria de varredura linear mostrou uma ampla janela de potencial
eletroquimico e a analise termogravimétrica revelou que o material possuia

estabilidade térmica.

fons agregados

M Copolimero PVdF-HFP
Li*) Cétion Li*
6 Cation EMIM
é Anion CF3SOy % m

Hibrido

(ﬂ Silica

Pares ibnicos

Figura 11: lonogel hibrido a base de silica e do copolimero PVdF-HFP com o
LI EMIMTf e o sal de litio LiTf.%°

1.3.4 1on jelly
Uma variacdo dos tipos de ionogéis discutidos até o momento foi

desenvolvido por Vidinha et al.®* e intitulado lon Jelly (1J). Este novo material foi
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preparado, utilizando um biopolimero (gelatina) como matriz para confinar o LlI.
Segundo Carvalho et al.,®> o |IJ apresenta diversas caracteristicas que se
adequam aos principios da quimica verde, como o0 uso de solvente indécuo
(dgua), reducdo de subprodutos, economia de energia, pelo fato de ser
produzido em temperatura relativamente baixa (35 °C) e pressédo atmosfeérica,
inerentemente seguro na prevencao de acidentes e nado utiliza substancias
perigosas. Ainda podemos acrescentar a facil preparacdo e baixo custo da
gelatina.

Os trabalhos publicados com este tipo de material focaram no uso em
dispositivos eletroquimicos e até mesmo como membrana de separacéo.5-64
Porém, em 2014, tanto |J como ionogéis inorganicos comecaram a ser

aplicados como camada sensivel em sensores de gas e nariz eletrénico.%566

1.4 Sensores de gas e nariz eletrénico

O olfato foi por muito tempo 0 mais enigmatico sentido do ser humano.
Como consegue distinguir cerca de 10 mil odores e guarda-los na memoaria, de
modo a recordar quando sente o0 mesmo odor anos depois? Linda Buck e
Richard Axel ganharam o Prémio Nobel em Fisiologia/Medicina em 2004 por
ajudar a entender o funcionamento do sistema olfativo humano e associa-lo a
memoérias por meio do trabalho “Odorant receptors and the organization of the
olfactory system”.®’

Na busca por mimetizar o sistema olfativo humano surgiu o nariz
eletrbnico, um sistema composto por um arranjo de sensores de gas que ao
interagir com volateis resulta na mudanca de uma ou mais propriedades fisico-

guimicas do material que é traduzida em um sinal elétrico. Quando acoplados a
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um sistema de reconhecimento de padrdes, 0s sensores sdo capazes de
identificar, classificar e até quantificar volateis de uma determinada amostra
(Figura 12).%889 Os compostos orgéanicos volateis (VOC’s) interagem com a
superficie dos sensores por diversos mecanismos, podendo ser por adsorcéao,
absorcdo, quimissorcdo ou coordenacdo. O mecanismo de interacdo dos
sensores com os VOC’s deve ser levado em consideragao, pois € desejavel
que o sensor de gas seja confiavel, sensivel, robusto, seletivo e reversivel.
Caso a interacdo entre o volatii e o sensor seja muito forte, afetard a
reversibilidade do sensor, ou se a interacao for muito fraca, o sensor nao sera
seletivo.’® Assim, o sensor de gas aplicado ao nariz eletrdnico deve ter uma
parcial seletividade a volateis, para que o conjunto dos sensores produza uma

resposta cruzada que sera a impressao digital de cada VOC analisado.

L
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Figura 12: Esquema geral de um nariz eletrdnico composto por quatro
sensores de gas, uma unidade de processamento de sinal e uma analise
multivariada dos volateis.
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O primeiro trabalho relacionado a identificacdo de volateis foi publicado
por Moncrieff em 1961.”7 Wilkens e Hatman’? em 1964 desenvolveram o
primeiro nariz eletrbnico empregando oito células eletroquimicas que
responderam diferentemente a exposicdo de diferentes amostras. Em 1982,
Persaud e Dodd”® publicaram um trabalho em que mimetizaram o sistema
olfativo dos mamiferos com um arranjo de multisensores de gas
semicondutores, mostrando que ndo é necessaria a utilizacdo de receptores
altamente especificos para discriminacédo de varios odores. Além disso, este foi
o primeiro trabalho que utilizou o conceito de reconhecimento de padrdes para
analise das respostas, cunhando pela primeira vez a expressao “electronic
nose”. Com o desenvolvimento da eletrbnica, da computacdo e da quimica
sensorial o nariz eletrbnico passou a ser discutido em workshops e
conferéncias,’”® ocorrendo o primeiro encontro especificamente para tratar
deste topico em 1991.7° A definicdo do conceito foi feita por Gardner e Bartlett’®
em um artigo de revisdo, sendo aceita até hoje. Neste artigo os autores

afirmam que:

“Nariz eletrénico € um instrumento que compreende uma matriz de
sensores quimicos com parcial especificidade e apropriado sistema de

identificagcéo, capaz de reconhecer odores simples e complexos.”

Nos ultimos anos um grande numero de trabalhos relacionados a nariz
eletronico foram publicados.’®’”.78 Esta tecnologia estd sendo amplamente
aplicada em diagnéstico de doencas,’”® monitoramento de alimentos,8!

controle do meio ambiente,®? deteccdo de bactérias,®® cuidados médicos,®
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seguranca aduaneira,® dentre outras.®® Pesquisadores tém aprimorado esta
tecnologia, buscando novas aplicacdes, pois comparado aos métodos
tradicionais como espectrometria de massas, 0 nariz eletrénico apresenta baixo

custo, analise em tempo real, resposta rapida e operagéo facil.8’-8°

1.4.1 Materiais usados como camada sensivel
1.4.1.1 MOS

O material mais utilizado como camada sensivel em sensores de gas
sdo os oOxidos metdlicos semicondutores (MOS) por possuirem elevada
sensibilidade, rapido tempo de resposta e recuperacdo, além de poder ser
dopado com diversos metais nobres (como Ni, Pd e Pt) para aprimorar a
seletividade.”® Estes materiais quando expostos a gases apresentam uma
mudanca na resisténcia elétrica.®® Sanaeifar et al.% estudaram o
amadurecimento de bananas utilizando um nariz eletrénico a base de seis
MOS. Nesse trabalho foram avaliados os indices de qualidade de
amadurecimento e senescéncia de bananas, relacionando as respostas dos
sensores aos solidos totais soluveis, acidez, pH e firmeza. Os sensores
trabalhavam em temperaturas entre 300 — 500 °C, com periodo de exposicao
de 180 s e periodo de recuperacdo de 80 s com um fluxo de 1,31 L/min.
Aplicando um método de analise multivariada (Linear Discriminant Analysis —
LDA, este método e outros serdo discutidos no proximo topico) e um nariz
eletrbnico de baixo custo, os autores estabeleceram uma relacdo entre 0s
indices de qualidade da banana em cinco estagios de amadurecimento e
qguatro de senescéncia com as respostas dos sensores utilizando uma técnica

nao destrutiva (Figura 13).
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Figura 13: LDA do estagio de amadurecimento das bananas com os dias de
estoque em A) e senescéncias em B).%!

Gancarz et al.®? estudaram a qualidade de colza durante um periodo de
estocagem de 31 dias, analisando os VOCs produzidos pelo crescimento de
culturas de fungos durante a estocagem. Aplicando um nariz eletrénico a base
de oito MOS e anadlise multivariada, foi possivel separar quatro grupos das
amostras de colza estudadas: amostra controle, microflora de campo (1 — 11
dias de estoque), microflora de campo e inicio de microflora de armazenamento
(12 — 19 dias de estoque) e microflora de armazenamento (20 — 31 dias de
estoque). Apesar de aplicarem oito sensores, apenas seis apresentaram
resposta quando expostos aos VOCs das amostras. Uma aplicagéo envolvendo
a industria de bebidas foi feita por Siadat et al.®® Neste trabalho, cinco MOS
foram utilizados para construir um nariz eletrbnico com o qual bebidas
alcodlicas e nao alcodlicas foram diferenciadas.
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Nos ultimos anos, estudos tém aprimorado este tipo de material para
sensores de gas, trabalhando em escala nanométrica, melhorando a eficiéncia
energética e uniformidade térmica.®* Porém, a alta temperatura de operacéo e
correspondente consumo de energia ainda sao limitantes.
1.4.1.2 Polimeros condutores

Alternativamente aos MOS, os polimeros condutores (CP) sé&o
amplamente aplicados em sensores de gas e nariz eletrénico. Esses materiais
levaram os pesquisadores Shirakawa, McDiarmid e Heeger®® a ser agraciados
com o prémio Nobel de quimica em 2000 por sua descoberta. Os CP
apresentam algumas vantagens em relagdo aos MOS como operar a
temperatura ambiente, maior variedade de funcionalizacbes para ajuste de
propriedades fisicas e quimicas, além de sensibilidade a um nimero maior de
volateis.%

Henriqgue et al.%” sintetizaram um novo CP poli(9,9-n-dioctil-2,7-
fluorenilenovinileno-alt-4,7-dibenzotiadiazol-2,5-tiofeno), que dopado com
diferentes porfirinas geraram trés sensores de gas que foram aplicados como
camada sensivel em um nariz eletrbnico. As porfirinas empregadas na
dopagem do CP possuiam o mesmo nudcleo, sendo efetuadas pequenas
mudancas estruturais, que foram suficientes para causar diferentes respostas
elétricas quando os sensores foram expostos aos volateis. Os autores
aplicaram o nariz eletrénico na diferenciacdo de trés tipos de tabaco (Burley,
Flue Cured e Oriental), obtendo a completa separacdo dos tipos de tabaco
estudados. O estudo foi ampliado para distingdo de oito marcas de cigarros que

foram identificadas com sucesso pelo nariz eletronico (Figura 14).

42



@ M
@ M2
@ M3

M4
@ M5

S1
@ S2
@ 83

0,50

e
o

o
-

Burley
Flue Cured
Oriental

Ra (Sensof 2)

Ra (Sensor 2)

03

0,20

R
q {SS”SO,A ,
)

Figura 14: Distincéo de trés tipos de tabaco em A) e de oito marcas de cigarros
(Marlboro Silver - M1; Marlboro Gold - M2; Marlboro - M3; Marlboro Blue Ice —
M4; Marlboro Fresh Mint — M5; Dunhill — S1; Lucky Strike — S2 e Derby — S3)

em B).%’

Considerando a problematica da exploracdo de arvores ameacadas de
extincdo, que podem ser confundidas com arvores que a exploracdo é
legalizada, Cordeiro et al®® sintetizaram quatro CPs e aplicaram em um nariz
eletronico para diferenciacdo de dois pares de madeiras: i) Mogno (Swietenia
macrophylla) e cedro espanhol (Cedrela fissilis); i) Imbuia (Ocotea porosa) e
Canela (Ocotea catharinensis). Esses dois pares podem ser confundidos pela
fiscalizacdo, deixando passar madeira extraida de forma ilegal. Os autores
foram capazes de separar os dois pares, além de ser perceptivel a maior
separacao entre Mogno e Cedro espanhol do que entre Canela e Imbuia. Como
essas Ultimas pertencem ao mesmo género, 0s compostos volateis de ambas
madeiras sao similares. Vale ressaltar que os sensores demonstraram boa
reversibilidade e possibilidade de reutilizagéo.

Embora a utilizacdo de CP em sensores de gas e nariz eletrénico tenha
muitas vantagens, este tipo de material apresenta algumas limitacdes como: i)

sensibilidade a umidade, podendo mascarar as respostas dos volateis das

amostras; ii) sintese e polimerizacdo mais trabalhosa; iii) variacdo na resposta
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de polimeros feitos em dias diferentes e iv) tempo de vida menor quando

comparados aos MOS.70.78

1.4.1.3 lonogel

Apesar de os materiais mais utilizados em sensores de gas e em nariz
eletrdnico serem MOS e CP, que formam sensores quimiorresistivos, outros
tipos de sensores também podem ser encontrados na literatura como sensores
opticos® e piezoelétricos.1®

Os Lls, como mencionado anteriormente, possuem a condutividade
ibnica como uma de suas propriedades, sendo esta explorada em diversos
estudos eletroquimicos. Esta propriedade também chamou a atengéo para a
aplicacdo dessa classe de compostos em sensores de gas. Evenberg et al.1%!
construiram um sensor eletroquimico baseado em camadas finas de LI como
eletrdlito. Este sensor foi capaz de detectar etileno, substancia liberada durante
0 processo de amadurecimento de frutas. O controle dessa substancia é
importante no monitoramento da qualidade das frutas. Os autores conseguiram
um limite de deteccéo de 760 ppb e resposta linear de até 10 ppm, mostrando
que os Lls podem ser aplicados para deteccdo de gases.'®? Contudo, uma
limitacdo na aplicagdo de LI em dispositivos eletronicos, incluindo sensores de
gas, é seu estado fisico, que dificuldade a deposicdo dessa classe de
compostos em eletrodos ou outros componentes. Como descrito anteriormente,
0s ionogeis sdo uma alternativa para a imobilizacdo dos Lls em uma matriz
sélida que mantém as propriedades do LI e permitem a aplicacédo para diversas
finalidades.

Os primeiros trabalhos aplicando ionogéis em nariz eletrénico foram

publicados em 2014. Carvalho et al.®® utilizaram os 1Js como camada sensivel
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em um nariz eletrbnico inédito que foi construido com quatro sensores
preparados a partir de diferentes Lls confinados em gelatina e depositados
sobre eletrodos interdigitados. Os sensores foram capazes de detectar e
classificar oito solventes distintos (organicos, inorganico, polares e apolares),
até mesmo 0s que possuiam estruturas quimicas semelhantes, como etanol e
metanol (Figura 15). Os autores destacaram que os IJs apresentaram baixo
tempo de resposta (5s), rapida recuperacdo (65s), alta sensibilidade,
repetibilidade, baixo custo, facil preparacdo, operacdo a temperatura ambiente,
além de ser duravel, sendo utilizados em um periodo de trés meses e

continuarem respondendo perfeitamente.
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Figura 15: PCA mostrando a separacdo dos solventes analisados com o0s
quatro ionogéis.%®

Concomitantemente, Zhu et al.®®> construiram, a partir de nove ionogéis
inorganicos aplicando silica como matriz, um nariz eletrénico para distinguir
sete solventes organicos. Nesse trabalho os autores observaram por analise
termogravimétrica (TGA) que a temperatura de decomposicdo dos Lls
confinados era menor que os mesmos livres, indicando que a interagéo entre o
cation e o anion do LI diminuiu com o confinamento, podendo sugerir que as

propriedades fisicas dos Lls estejam mais vulneraveis a mudancas com a
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absorcdo de volateis. Além disso, a condutividade dos sensores aumentou
quando expostos aos VOC’s devido a diminuicdo da viscosidade dos LlIs que
faz com que a mobilidade dos ions aumente, ocorrendo assim, o aumento da
condutividade dos ionogéis. As respostas dos sensores ainda apresentaram
linearmente com a pressao de vapor relativa dos VOC’s em uma faixa de 10 —
50% de saturacdo, mostrando que além da deteccao e distincdo dos volateis €
possivel fazer a quantificacdo (Figura 16). Selecionando um dos sensores, 0S
autores mostraram a reprodutibilidade das medidas do ionogel, que manteve
praticamente a mesma resposta relativa em cinco dias de medidas e a
estabilidade dos sensores, que apOs cinquenta dias de estoque ainda

responderam, apesar de ter uma reducado na intensidade.
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Figura 16: Resposta relativa do sensor em funcdo do tempo a diferentes
concentracdes de etanol.®®

1.5 Analise multivariada

Nos topicos anteriores discutiu-se sobre a definicdo de nariz eletronico e
a selecdo dos tipos de materiais que podem ser aplicados como camada
sensivel. Porém, apds a leitura de um conjunto de amostras, 0 que se faz com

esses dados? Como a variacdo da resisténcia e/ou condutancia dos sensores
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ao interagir com diferentes volateis ajuda a diferenciar uma amostra da outra?
Para responder estas questdes, esta secao tratara da extracdo de dados e
reconhecimento de padrbes, etapa crucial que, dependendo do método

escolhido, pode melhorar ou piorar a discriminacdo das amostras.

1.5.1 Extracdo de dados (pré-processamento)

Como mencionado anteriormente, a interacao entre os volateis de uma
amostra e os sensores de um nariz eletrénico produz uma “impressao digital”
da amostra. Esta impressao digital € composta por um conjunto de respostas
provenientes de todos os sensores, e sua construcdo é feita mediante a
escolha de um método que sera responsavel pela extracdo dessa informacao.
Existem varios métodos de extracdo de dados e de maneira geral pode-se
dividi-los em trés: o primeiro tipo utiliza as respostas originais dos sensores,
como a resposta relativa (Ra), integrais das curvas, primeira derivada, segunda
derivada, etc. O segundo tipo é baseado no ajuste da curva gerada pelos
sensores, extraindo um conjunto de parametros de acordo com o modelo
aplicado. O terceiro utiliza algumas transformacées como a fast Fourier
transform e discrete wavelet transform.”” O primeiro tipo, que utilizam os dados
de saida dos sensores, sera discutido a seguir.

Os diferentes métodos fornecem informacdes distintas sobre a interacao
dos volateis com os sensores. Com a Ra/fractional difference, por exemplo, é
possivel linearizar a resposta dos sensores com a concentragdo da amostra.
Caso ocorra uma variagao acentuada da concentracdo durante as medidas, o
logaritmo da diferenca é um método mais adequado, pois consegue relacionar

estas variagbes de concentracdo com os dados de saida. Além disso, alguns
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parametros possuem significado fisico, como a primeira derivada que fornece a
velocidade de interacdo dos odores com o sensor, a segunda derivada mostra
a taxa de aceleracdo do processo.'% A tabela 3 apresenta alguns parametros

gue podem ser extraidos das respostas dos sensores.

Tabela 3: Métodos de tratamento de dados.

Modelo Descrigédo

Diferenca Xij = Vimax - \/jmin
Diferenca relativa Xij = Viax [ \/min
Resposta relativa Xij = (Vimax - Vjmin)/ \/min
Logaritmo Xij = log(Vima / Vimin)

1.5.2 Selecédo de classificadores

Algoritmos de classificacdo sdo amplamente utilizados. Quando se
assiste um video no Youtube e aparecem sugestdes de videos similares, sédo
algoritmos que identificam o padrédo dos videos que se esta vendo. Quando se
compra um livro e aparecem sugestfes de titulos similares, € um algoritmo que
faz a identificacdo dos padrdes de leitura do cliente. Ao trabalhar com nariz
eletrbnico, queremos fazer a identificacdo e discriminacdo de diferentes
amostras que podem apresentar, caracteristicas semelhantes, como no
trabalho de Esteves et al.®” em que diferentes tipos de tabaco foram
discriminados, ou como Cordeiro et al.®® que distinguiram os tipos de madeiras.
Para realizar esta diferenciacdo, podem-se utilizar diferentes tipos de
algoritmos que conseguem separar os dados de uma variedade de amostras,
que sao inseridos como entrada do programa, em grupos, segundo suas
similaridades. Esses algoritmos sédo chamados de métodos de aprendizagem e
podem ser classificados como: aprendizagem supervisionada, nao-

supervisionadas, semi-supervisionadas e por reforco. Os métodos de
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aprendizagem aplicados em nariz eletrénico estdo focados na aprendizagem
supervisionada e nao-supervisionada.

A aprendizagem supervisionada consiste em determinar rotulos para os
dados que estdo sendo inseridos no programa, com a finalidade do algoritmo
separar os dados conhecidos e definir o grupo que um rétulo desconhecido
pertence. Aprendizagem nao supervisionada, busca associar os dados de
acordo com a similaridade em grupos, sem conhecimento prévio dos rotulos
que estédo sendo trabalhados.1%4

Os algoritmos aplicados na diferenciacdo e classificacdo de grupos séo
separados em diferentes categorias, dependendo do tipo de equacédo
matematica e/ou teorema que sao escritos. Alguns destes classificadores sdo
arvores de decisdo, como Random Forest (RF) e Logistc Model Tree (LMT),
outros sdo baseados em probabilidade, como o Bayes Network, temos redes
neurais, como MultiLayer Perceptron (MLP), por instancias, como vizinhos mais
proximo (K-Nearest Neighbors, KNN), classificadores de agrupamento como,
andlise dos componentes independentes (ICA), dente outros.1%°

Os classificadores que utilizam o método nao supervisionado, s&o
amplamente aplicados nas pesquisas em nariz eletronico.’® O PCA,
particularmente, € o método aplicado na maioria dos trabalhos. Isto acontece
porque, como exposto no tépico anterior, existem varios métodos para a
extracdo de dados dos sensores e quando se trabalha com mais de trés
sensores ou com muitas caracteristicas diferentes, ndo é possivel uma
representacdo gréafica desse volume de dados no espaco tridimensional. Com o
PCA ¢é possivel reduzir a dimensionalidade com a minima perda de

informacé&o.”® Além disso, os dados gerados pelo PCA podem ser plotados e
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agrupados por similaridade, e se os grupos forem corretamente separados, a
aplicacdo de meétodos mais sofisticados levara a uma melhor separacao.
Porém, caso 0s grupos ndo sejam separados, € uma indicacdo que as
caracteristicas de diferentes classes sdo semelhantes e a diferenciacao é mais
dificil.

Assim o PCA €& um método que fornece um resultado preliminar da
separacdo dos grupos estudados e, muitas vezes, € utilizado como Unica
ferramenta na diferenciacdo do objeto de estudo. Porém, a aplicacdo de
diferentes classificadores ajuda a confirmar o resultado gerado no PCA, além
de mostrar que as caracteristicas utilizadas na classificacdo sdo robustas e
podem ser otimizadas e/ou replicadas em outros métodos.

Outro método bastante utilizado, além do PCA, € o LDA. Diferente do
PCA que faz o reconhecimento dos padrdes de acordo com as caracteristicas
dos dados, o LDA utiliza a informacdo de cada grupo previamente rotulado
para realizar a discriminacdo das classes e promover previsées. Em muitos
casos de reconhecimento de padrdo de volateis, o LDA apresenta melhor

desempenho que o PCA.

1.5.3 Métodos de validacéo cruzada

Esta € a Ultima etapa da andlise estatistica de um conjunto de dados
medido por um nariz eletrénico. Como mencionado, a partir do PCA ¢é possivel
gerar um gréfico onde € observado a separacéo ou sobreposicdo das classes,
contudo, para saber o quanto esta separacdo representa a realidade, é

necessario a aplicagdo de algum método de validacdo para dar suporte ao que
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€ observado graficamente. Isto ndo é feito apenas com o PCA, mas com
qualquer classificador empregado na analise dos dados.

A técnica de validagédo cruzada consiste em dividir o conjunto de dados
em dois ou mais subconjuntos, onde um sera o subconjunto de treinamento e o
outro o subconjunto de teste.'%” Alguns métodos de validacdo cruzada séo K-
Fold, Leave-One-Out e Hold-Out.

A validagéo cruzada K-Fold divide os dados em K subconjuntos e todos
0s subconjuntos sédo usados para treinamento e para teste.1%® Para ficar mais
claro, vamos supor que um nariz eletrdnico hipotético tenha sido exposto a
odores de 10 tipos de chas, fazendo 10 medi¢cdes para cada tipo, totalizando
100 registros. Utilizando um K=10, sdo formados 10 subconjuntos com o
mesmo numero de medidas em cada. O K-Fold utilizara 9 subconjuntos para
fazer o treinamento dos dados e o subconjunto que ficou de fora € utilizado
para o teste, verificando se a classificacdo das medidas que estavam no
subconjunto de testes é realizada corretamente. Este mecanismo ocorre com
todos os subconjuntos, fazendo com que todos sejam subconjunto de
treinamento e de teste, gerando entdo um percentual de acerto do classificador
escolhido.

O Leave-One-Out funciona de maneira semelhante ao K-Fold,'%°
entretanto, o K nesse caso seria igual ao numero de medidas feitas pelo nariz
eletrbnico. Voltando ao exemplo anterior, empregando esta técnica de
validacdo cruzada, 99 registros seriam usados para treinamento e apenas 1
registro seria usado para o teste. ApOs o treinamento, a medida que ficou de

fora é classificada verifica-se se foi corretamente atribuida ou ndo. Isto se

repete 100 vezes, todas as medidas sdo usadas como subconjunto de teste e
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cada subconjunto possui apenas uma medida. Este método consome um maior
custo computacional, tendo em vista que para o K-Fold séo feitas 10
repeticbes. Caso a quantidade de dados seja pequena, o tempo e custo de
maquina nao é muito expressivo, porém a medida que o conjunto de dados
aumenta, pode se tornar inviavel.

Na validagdo com Hold-Out,*!® os dados s&o divididos em dois
subconjuntos, que sao usados para treinamento e para teste. Neste caso, 0s
subconjuntos de treinamento e de teste sdo fixos, ocorrendo o processo de

validacdo apenas uma vez.

1.6 Aplicacao de nariz eletrénico em Mel

O mel & um importante produto, utilizado em uma variedade de
aplicacOes, seja como fitoterapico, adocante ou para ser ingerido in natura.
Este produto é composto majoritariamente de acUcares e agua, que sao 95%
de sua composicdo. Os compostos que constituem os outros 5% da
composicdo sdo nutrientes, como enzimas, aminoacidos, minerais,
aromatizantes e numerosos compostos organicos volateis, sendo o0s
responsaveis pelas propriedades organolépticas e nutricionais.'!

As propriedades de aroma do mel dependem da origem floral,
localizac&o geografica, tipo de abelha e temperatura de estocagem. A partir da
analise dos VOCs é possivel identificar a origem geografica do mel e
diferenciar méis de diferentes floradas.'*> Uma preocupacdo relacionada a
comercializagcdo deste produto esta no controle de qualidade. Fabricantes

adicionam variacdes de acucares ao mel puro, enganando consumidores e

dificultando a diferenciacdo do mel puro de uma falsificagdo. Os meétodos
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tradicionais de identificacdo de fraude consistem em analises qualitativas que
variam com o tipo de florada.*3

O nariz eletrdnico aparece como uma alternativa para identificacdo de
adulteracdes de mel, apesar da pequena quantidade de trabalhos na literatura.
Zakaria et al.1** utilizaram um nariz eletrdnico e uma lingua eletrdnica para
diferenciacdo de méis de diferentes floradas, assim como a deteccdo de
adulteracdes. Para este estudo foram utilizadas amostras de méis provenientes
da Malasia (seis amostras de méis monoflorais e quatro méis poliflorais), Nova
Zelandia (quatro amostras de méis monoflorais), duas adultera¢des induzidas e
os dois acucares utilizados como adulterantes. Inicialmente, o nariz eletrénico
foi aplicado para diferenciar as diferentes categorias de méis (monoflorais-
Malasia, monoflorais-Nova Zelandia e poliflorais-Malésia), das adulteracdes e
dos adulterantes. Aplicando PCA e LDA como analise multivariada, os autores
perceberam que o LDA apresentou melhor desempenho na classificacdo das
amostras, separando tanto as amostras de méis monofloral-Malasia entre si e
das adulteracBes, assim como as amostras de méis monoflorais-Nova Zelandia
entre si e das adulteracdes. O PCA diferenciou apenas os méis das
adulteracdes. Quando aplicaram o mesmo método para as amostras de méis
poliflorais-Malasia, o resultado foi semelhante. As amostras de mel puro foram
separadas das amostras adulteradas e das amostras dos adulterantes puros.

A aplicagdo da lingua eletrdnica mostrou resultados semelhantes em
relacdo a utilizacdo de PCA e LDA, porém as amostras foram melhor
separadas quando utilizado o nariz eletrdnico. Os pesquisadores fundiram os

dados extraidos das duas técnicas e utilizaram LDA para fazer a classificagédo
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de todas as amostras em um mapa global. Empregando leave-one-out, a
acuracia da classificacdo alcancou 100% para separacéo das cinco classes.
Subari et al.l’® estudaram um método para diferenciacdo de dez
diferentes marcas de mel Tualang puro, provenientes da Malasia e Indonésia,
de adulteracfes induzidas com solucdes de acglcares (acucar de beterraba e
cana-de-acucar), reduzindo a concentracdes de mel puro gradualmente (80%,
60%, 40%, 20% e 0%). Duas técnicas foram aplicadas para diferenciacdo dos
meis: i) nariz eletrénico e ii) infravermelho (FITR). Os dados gerados pelas
duas técnicas foram pré-processados, utilizando as respostas relativas ou os
dados normalizados. O PCA e LDA foram os classificadores escolhidos para
realizar a classificacdo dos méis. Primeiramente, os dados extraidos do nariz
eletrbnico foram submetidos a reducdo de dimensionalidade e agrupamento
pelo PCA, sendo observado o agrupamento dos dados do mel puro, porém
houve sobreposicdo com as adulteragbes. O LDA apresentou melhor
separacao entre o mel puro e as adulteracbes com 76,5% de acuracia, mas as
diferentes concentracfes de adulteracdo formaram um grande aglomerado de
pontos, ndo ocorrendo a diferenciacédo entre elas. Quando os dados extraidos
do FITR foram utilizados, a anéalise com PCA foi semelhante ao resultado
guando empregado o nariz eletrénico, porém o LDA alcancou maior acuracia,
com 88%. Além disso, houve uma separacao entre 0os grupos de acordo com o
grau de adulteracdo, apesar da adulteragdo com 80% de mel feita com ambos
0s agucares sobrepor com o mel puro. Observando que o LDA apresentava
melhor desempenho do que o PCA, os pesquisadores fundiram os dados
extraidos nas duas técnicas e utilizaram o LDA para avaliar a capacidade de

separacédo dos grupos. Nesse caso, a acuracia alcangada chegou a 92,2%.
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1.7 Deteccao de parvovirose canina

O primeiro relato de parvovirose canina (CPV) ocorreu nos EUA nos
anos de 1970, sendo disseminada para outros continentes.''6.117 O parvovirus
canino original (CPV-2), causador da doenca, sofreu mutacfes genéticas,
dando origem a novas cepas (CPV-2a e CPV-2b) nos anos de 1980 e
posteriormente, na Italia, uma terceira variagdo do virus surgiu nos anos 2000
(CPV-2¢).118-120 A doenca causa gastroenterite hemorragica, e possui um alto
indice de mortalidade, atingindo principalmente cées jovens, além de ser
altamente contagiosa.?%:122

Os sinais clinicos apresentados pelos cdes ndo é suficiente para o
diagnéstico da doenca, pois outros patégenos podem causar diarréia e vomito,
sendo necessario o uso de testes laboratoriais para confirmacdo da
doenca.?312¢ Os métodos convencionais para deteccdo do parvovirus sdo
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA),'?>?6 imunocromatografia
(IC)*?7128 @ hemaglutinacdo (HA),?%130 porém sdo métodos com sensibilidade
relativamente baixa.'®* Métodos com maior acuracia e seletividade foram
desenvolvidos como isolamento do virus,''%1?7 reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)132133 ¢ PCR em tempo real,134135 porém sdo técnicas que demandam
tempo, sdo trabalhosas e/ou com alto custo na obtencdo dos equipamentos e
reagentes.’®! Na busca do aprimoramento no diagnéstico, pesquisadores tém
buscado alternativas com maior acurécia, porém séo técnicas complexas e/ou
gue necessitam de equipamentos de alto custo.131,136-138

Diversos trabalhos aplicando o nariz eletrdbnico no diagndstico de
doencas no ambito animal j& foram publicados na literatura, mostrando a

robustez dessa tecnologia.'3*14? Fend et al.'3° aplicaram o nariz eletrénico no
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diagndstico de tuberculose em texugos e vacas. Fazendo uso de 14 sensores a
base de CP e métodos de analise multivariada, os autores diagnosticaram a
doenca nas amostras dos animais infectados apos a terceira semana, podendo
acompanhar o tempo de infeccdo com o nariz eletrdnico. Cramp et al.14°
detectaram miiase em ovelhas utilizando um nariz eletrbnico composto por seis
sensores a base de MOS. Os autores detectaram a doenca dentro das
primeiras horas, acompanhando a evolucao nos trés dias seguintes.

Peled et al.'*® desenvolveram um estudo em que 22 amostras de
respiracdo de gado foram coletadas na tentativa de identificar os que estavam
infectados com Mycobacterium bovis, bactéria responsavel pela transmisséo da
tuberculose. De modo geral, dois grupos foram formados com oito animais
infectados no primeiro conjunto e 14 animais saudaveis no segundo. Aplicando
a técnica de espectrometria de massas, os VOCs exalados na respiracdo dos
animais foram identificados e dois compostos foram associados aos animais
infectados (2,3-dimetil-1,3-pentadieno e 1,3-dimetilbutil-cicloexano), e outros
dois aos animais saudaveis (acidos octadecandico e hexadecandico). Seis
filmes quimiorresistivos de nanoparticulas de ouro com diferentes
funcionalizacbes foram empregados como camada sensivel em um nariz
eletronico. Utilizando métodos multivariados, todos os animais infectados foram
identificados, enquanto 21% dos animais saudaveis foram classificados
erroneamente. Wlodzimirow et al.'#?> aplicaram um nariz eletrénico comercial
gue utiliza oito sensores a base de MOS e um sensor de CO:z adaptado, para
detectar de maneira precoce insuficiéncia hepatica aguda (IHA) em ratos a
partir dos VOCs exalados na respiragdo dos roedores. Quatorze ratos foram

utilizados, sendo que cada rato foi seu proprio controle. A IHA foi induzida nos
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roedores e o0 nariz eletrbnico foi utilizado para detectar os volateis da
respiracdo dos ratos. Utilizando PCA, os autores detectaram a IHA apos 3h de
seu inicio, considerando os dados do sensor de COz2, esse tempo foi reduzido
para 2 h. A acuracia alcancada com o método foi de 96%.

O nariz eletrénico € uma tecnologia eficiente e importante, porém sua
aplicacado em diagnostico ou deteccdo de patdogenos em cées é escassa. Neste
trabalho apresentamos um primeiro nariz eletrénico aplicado a deteccdo de

parvovirose em amostras de fezes de caes.

1.8 Aplicacdo de nariz eletrénico para deteccao de bactérias
Microrganismos estdo no cotidiano e muitas vezes sdo a causa de
enfermidades devido a ingestdo de alimentos e bebidas contaminados, contato
com pessoas infectadas ou negligéncia com a higiene pessoal. Devido a
preocupacdo com a saude individual e publica, a rapida, confiavel e eficiente
determinacdo da presenca/auséncia de microrganismos e, se possivel, sua
guantificacdo € um dos principais objetivos para a medicina humana e animal,
além de uma importante preocupacdo para as industrias de alimentos,
farmacéuticas e de produtos para cuidados pessoais.'** Focando no estudo de
bactérias, as infeccbes e intoxicacbes provenientes de bactérias que
contaminam alimentos tem aumentado ao redor do mundo e a rapida deteccao
do patégeno é crucial para delimitar um tratamento adequado.*®> Apesar do
desenvolvimento da microbiologia nas ultimas décadas, as técnicas usuais
ainda apresentam varios inconvenientes, como ensaios trabalhosos, longos

tempos de andlise e riscos de contaminacdo.'*® Atualmente, estas

desvantagens podem ser superadas por algumas ferramentas modernas como
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Matrix-Assisted Laser desorption/lonization-Time of Flight (MALDI-TOF),147:148
Polymerase Chain Reaction (PCR),**° Scanning Electron Microscope (SEM),1%°
e Hyperspectral Chemical Imaging (HIS).1>! Contudo essas técnicas sédo caras
e necessitam de profissionais especializados e infraestrutura, impossibilitando
0 uso em laboratorios de rotina.

Organismos microbianos geram VOCs especificos como subprodutos de
seu metabolismo natural. Esta complexa mistura de gases pode ser analisada
por um nariz eletrénico, estabelecendo um perfil padrdo, relacionando a
composicdo dos volateis ao organismo microbiano, podendo ser usado para
diferencia-lo de outros organismos. Este conceito € aplicado para discriminacéo
de fungos e bactérias em frutas, vegetais, bebidas, carnes e outros alimentos
processados, como produtos in natura ou ap0s enriquecimento microbiano, e
consequentemente a utilizacéo de nariz eletronico.88152

O primeiro relato do uso de nariz eletrbnico na identificacdo de
microrganismos foi feita por Claven et al.'®® em 1994. Um nariz eletrdnico
composto por quatro sensores comerciais feitos a base de MOS foi aplicado na
identificacdo de seis bactérias patogénicas (Clostridium perfringens, Proteus,
Haemophilus influenzae, Bacteroides fragilis, Oxford staphylococcus e
Pseudomonas aeruginosa), cultivadas no meio de cultura agar sangue. Os
dados foram treinados em uma rede neural e o nariz eletrénico foi capaz de
classificar corretamente apenas 62% das medidas. Em 1997, Gibson et al.1>
publicaram um estudo em que, considerando trabalhos prévios da literatura
sobre os tipos de volateis emitidos por microrganismos, desenvolveram 16
sensores de gas quemiorresistivos a base de CP para constru¢cdo de um nariz

eletrbnico que respondesse aos grupos funcionais dos volateis emitidos pelos
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microrganismos, sendo aplicado na classificacdo de 12 bactérias e uma
levedura patogénica cultivadas em placas com agar (Tabela 4). De modo geral,
a taxa de classificacdo das bactérias foi de 93,4%, com a classificacdo
individual variando de 66,7 — 100%. Considerando a sensibilidade dos CP a
umidade, vapor de agua foi testado como espécie volatil, apresentando uma
resposta menor que o0s volateis das amostras estudadas, ndo afetando as

medidas desde que levado em consideracao esta influéncia.

Tabela 4: Bactérias e levedura diferenciadas pelo nariz eletrdnico de Gibson
com suas respectivas acuracias.'>*

NUmero Organismos N° de amostras Taxa de acerto
(%)

1 Escherichia coli 28 85,7

2 Pseudomonas 36 91,5
aeruginosa

3 Citrobacter freundii 48 100,0

4 Enterobacter 10 70,0
aerogenes

5 Bacillus cereus 12 100,0

6 Klebsiella 12 66,7
aerogenes

7 Candida albicans 18 100,0

8 Staphylococcus 18 88,9
aureus

9 Staphylococcus 23 100,0
epidermis

10 Salmonella 12 100,0
Reading

11 Salmonella Poona 10 100,0

12 Salmonella 6 100,0
Galinarium

13 Bacillus subtillis 11 63,6
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Garden et al.'% foram mais longe em 1998, ndo apenas identificando
dois tipos de bactérias como fazendo a predicédo do estagio de crescimento das
mesmas. Com seis sensores comerciais a base de MOS e utlizando 36
métodos de pré-processamento, as bactérias foram corretamente atribuidas
com 96% de acerto. A matriz de confusdo para as bactérias mostrou que
Escherichia coli foi classificada com 100% de acuracia, enquanto
Staphylococus aureus foi corretamente classificada com 92,2% de preciséo. O
estagio de crescimento das bactérias também foi estudado, sendo separado
em trés fases: i) inicial, durante a primeira hora de crescimento; ii)
experimental, apés duas horas e meia e iii) estacionaria, ap0s oito horas de
crescimento. O nariz eletrénico foi capaz de predizer o estagio de crescimento
das bactérias corretamente em 81% das amostras. Assim como Gibson, 0s
autores selecionaram os sensores de acordo com 0s metabdlitos secundarios
emitidos pelos microrganismos durante a etapa de crescimento que s&o
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, acidos, amdnia, etc.

Magan et al.’%® estudaram a precoce deteccdo de bactérias e leveduras
gue causam a deterioracdo do leite com um nariz eletrdnico composto por 14
sensores a base de CP. Como consequéncia da deterioracéo do leite, diversos
VOCs séao liberados, dentre estes, alguns alcoois sédo caracterizados como
importantes metabdlitos microbianos nesse processo. Levando isso em
consideracao, primeiramente, os autores diferenciaram amostras de leite n&o
contaminado de amostras controle, que foram preparadas adicionando butanol
ao leite em uma concentracdo de 20 mL/L, e amostras contaminadas com
Candida pseudotropicalis (incubadas por 60 min a 25 °C). Adicionalmente,

amostras contaminadas com Staphylococcus aureus e Kluyveromyces lactis
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mostraram uma clara diferenca na deterioracdo do leite para cada uma das
espécies. Em seguida, foi feita a analise quantitativa da contaminacéo do leite
com Pseudomonas aureofaciens em diferentes concentragées (baixa - 10°
células/mL, média - 3,5 - 10® células/mL e alta - 8 - 108 células/mL), sendo
possivel diferenciar entre as trés concentracdes, o leite ndo contaminado e o
controle com butanol. A analise hierarquica destas cinco amostras produziu
trés grupos a) leite com baixa concentracdo de bactéria e leite néo
contaminado; b) leite com concentracdo média e alta e c) leite controle.
Finalmente, empregando o nariz eletrdnico na diferenciacdo do leite
contaminado com diferentes leveduras e bactérias, o PCA mostrou uma clara
separacao entre o leite ndo contaminado, o leite controle, o leite contaminado
com as leveduras Bacillus cereus, Candida pseudotropicalis e Kluyveromyces
lactis e o leite contaminado com as bactérias Staphylococcus aureus e

Pseudomonas spp (Figura 17).
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Figura 17: PCA do leite ndo contaminado, controle e contaminado com as
bactérias e leveduras com os 7 clusters separados.t>®
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Pavlou et al.'5” publicaram o primeiro trabalho de reconhecimento de
padrées e diferenciacdo de bactérias anaerdbicas patogénicas retiradas de
infeccbes intra-abdominais e feridas. Isolando e cultivando as bactérias
Clostridium sp. (proveniente de 14 espécimes) e Bacteroides fragilis
(proveniente de 12 espécimes) em agar sangue, a analise do perfil dos volateis
foi executada. Com um nariz eletrénico a base de 14 CP, as duas bactérias
foram diferenciadas alcancando 100% de acurécia. Dutta et al.*>® utilizaram um
nariz eletrébnico comercial e portatil (Cyranose 320) para diferenciar 6 bactérias
patogénicas que causam infeccdo nos olhos (Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Moraxella catarrhalis). Combinando trés algoritmos
de agrupamento de dados, uma abordagem inovadora para a época, e
aplicando trés classificadores, MLP, Radial Basis Function network e
Probabilistic Neural Network, os autores diferenciaram as bactérias com 98%
de acurécia.

Green et al.’® investigaram a deteccdo e discriminacdo de E. coli e
Listeria, utilizando trés narizes eletrénicos em um trabalho publicado em 2004.
Neste estudo, foram aplicados narizes comerciais a base de MOS (AlphaMOS),
PC (Cyrabise 320) e um espectrometro de massas. Utilizando apenas o PCA,
0s autores observaram a separacao entre as classes. Com relagéo aos narizes
eletrbnicos utilizados, o que operava a base de MOS apresentou um maior
tempo de analise e o espectrobmetro de massas 0 maior custo. Ficou como
perspectivas para trabalhos futuros a aplicacdo de métodos supervisionados,
para melhorar a classificacdo e andlise dos dados. Balasubramanian et al.16°

desenvolveram um método para predicdo da populacdo de Salmonella
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Typhimurium em carnes. Para esse trabalho, amostras de carne foram
contaminadas com a bactéria e os VOCs foram expostos a um nariz eletrénico
durante cinco dias. Analisando os dados gerados pelo nariz eletrénico por meio
de dois métodos estatisticos (ICA e PCA), os autores desenvolveram um
meétodo para predizer a concentracdo de bactéria na carne com 69,64% de
acuracia, quando utilizados os dados do PCA e 82,99% de acuracia, quando o
ICA foi utilizado. Trincavelli et al.'8? identificaram dez bactérias utilizando um
nariz eletrbnico composto por 22 sensores. Empregando LDA para reducéo de
dimensionalidade e support vector machine (SVM) como classificador, os
autores obtiveram acuracia de 94% para discriminacdo das bactérias
estudadas.

Continuando o trabalho publicado em 2006, Green et al.*®? realizaram a
diferenciacdo das mesmas bactérias ndo patogénicas (E. coli DH5a e Listeria
innocua), porém a partir da analise de uma Unica colénia de bactérias
suspensa em uma solucdo tampao. Aplicando um nariz eletrdnico com 12
sensores a base de MOS e incluindo métodos estatisticos, citados no trabalho
anterior (PCA, Uncorrelated Linear Discriminant Analysis (ULDA) e LDA), a
precisao do nariz eletrénico foi aferida. Aplicando o PCA, o grafico com as duas
bactérias e a solucdo controle permaneceram sobrepostas, apos aplicar o
método supervisionado ULDA houve uma clara separacdo entre as trés
categorias (Figura 18). Aplicando o leave-one-out como método de validagéo
cruzada, a acuracia alcancada foi de 92,6%. Este estudo foi conduzido visando
a aplicacdo do nariz eletrénico no controle da qualidade de alimentos para

identificacdo de bactérias patogénicas.
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Figura 18: Comparacao entre os resultados do PCA em A) e do ULDA em B)
para diferenciacdo das bactérias E. coli (E), Listeria (L) e a solu¢cdo tampéao
fostato-salino (P).162

Assim como Dutta, Abdallah et al.'63 utilizaram o Cyranose 320, porém
com o objetivo de diferenciar bactérias patogénicas de origem alimentar em
carnes. As bactérias estudadas foram E. coli 0157:H7, Salmonella
Typhimurium 857, Staphylococcus aureus 29213 e Pseudomonas aeruginosa
27853. As carnes foram avaliadas pelo nariz eletrénico antes e depois da
contaminacdao, revelando que apds a contaminacao a concentracao de volateis
liberados em ppb aumentou passado 4h da contaminag¢do, mostrando que o
Cyranose 320 pode ser aplicado para controle da qualidade de alimentos. Em
2014, Green et al.1%4 publicaram a continuacdo de seus estudos com bactérias,
utilizando o nariz eletrénico para discriminar bactérias patogénicas que podem
ser transmitidas por alimentos (E. coli DH5a, Listeria innocua, Enterococcus
faecalis, E. coli Biotype I). Assim como anteriormente, os autores aplicaram
PCA e ULDA no estudo estatistico da resposta do nariz eletrénico, obtendo

acuracia de 95% na classificagéo, diferenciando bactérias do mesmo espécime
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(E. coli). Timsorn et al.*®> aplicaram um nariz eletr6nico para avaliar o tempo de
apodrecimento e aumento da populacdo de bactérias em carne de frango
estocada a 4°C e 30°C. A populacdo de bactérias aumentou rapidamente na
carne estocada a 30°C, de maneira que a contagem ocorreu apenas entre o dia
0 e dia 1, refletindo também na resposta dos sensores que foi maior nas
primeiras 24h, diminuindo entre os dias 2 — 5. J4 na carne estocada a 4°C, a
populacdo de bactérias aumentou gradualmente entre os dias 0 — 5, sendo
observado 0 mesmo comportamento na resposta dos sensores. O PCA foi
empregado para distinguir entre os dias de estocagem, sendo observados trés
clusters para a carne estocada a 30°C e cinco para o estoque a 4°C. Os trés
grupos apresentados no PCA para a temperatura de 30 °C correspondem aos
dias 1-3, com os dias 2 e 3 proximos e o dia 1 separado dos demais, visto que
0 apodrecimento da carne ocorre rapidamente no primeiro dia. Os cinco grupos
observados para a temperatura de 4 °C correspondem aos dias 1-5 que

também foram separados do dia O.
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Day 3

Figura 19: PCA das amostras de carne de frango estocadas a 30°C e 4°C em
diferentes dias.65
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Mais recentemente, Cuartin et al.1%® aplicaram um nariz eletrdnico
(Cyranose 320) na identificacdo de colonizacdo bacteriana das vias aéreas de
pessoas com bronquiectasia, principalmente as infeccoes com Pseudomonas
aeruginosa, que é um dos patdgenos mais frequentes isolados nesses casos.
Os pacientes foram divididos em dois grupos: i) pacientes que possuiam
colénias de microrganismos potencialmente patogénicos (41 pacientes) e ii)
pacientes ndo colonizados (32 pacientes). Na maioria dos que estavam
colonizados (27 pacientes), 0 microrganismo era Pseudomonas aeruginosa e o
perfil da “impressao digital” da respiragcao desses pacientes foi diferente dos
gue estavam colonizados com outros microrganismos. Os autores conseguiram
diferenciar pacientes colonizados de nao colonizados com 72,1% de acuracia,
além disso, pacientes colonizados com Pseudomonas aeruginosa foram
diferenciados de pacientes colonizados com outros microrganismos com 89,2%
de acuracia e pacientes colonizados com Pseudomonas aeruginosa foram
diferenciados dos pacientes ndo colonizados com 72,7% de acuracia.

Bonah et al.'%” reproduziram o trabalho de Green da diferenciacédo de
bactérias patogénicas transmitidas por alimentos em col6nias individuais em
suspensdo. No entanto, aprimoraram a precisdo da classificacdo e a
quantidade de bactérias estudadas, além de reduzir o nimero de sensores
utilizados. Aplicando uma variedade de métodos estatisticos como algoritmos
de otimizac&o de dados (genetic algorithm, particle swarm optmization (PSO) e

grid _searching (GS)) acoplados com o classificador SVM, o0s autores

distinguiram cinco bactérias (Escherichia coli, Escherichia coli 0O157:H7,
Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis, e Salmonella Typhimurium) de

diferentes cepas da mesma espécie (E. coli e Salmonella). O acoplamento dos
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meétodos gerou alta acuracia na classificacdo, com o PSO-SVM mostrando o

melhor desempenho com 98,95% de acuracia.
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Capitulo 2: Objetivos



2.1 Gerais

Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de compdsitos a base
de ionogéis dopados com particulas de 6xido de ferro nuas (em diferentes
concentracbes) e funcionalizadas, produzindo ionogéis hidrofilicos e
hidrofébicos para utilizacgdo como camada sensivel em sensores de gas,
compondo um nariz eletrénico, para diferenciacdo de compostos organicos

volateis e posterior aplicacado em situacdes-problemas reais.

2.2 Especificos

e Sintese de nano e/ou microparticulas de éxido de ferro (magnetita) e sua
caracterizagao;

e Preparacdo de ionogéis a base de biopolimero (gelatina) e liquido idnico;

e Preparacdo de compdésitos condutores a partir dos ionogéis e das
particulas;

e Preparacdo de sensores pela deposicao de filmes dos compdsitos com
magnetita sobre eletrodos interdigitados;

e Caracterizacao elétrica e olfativa desses sensores;

e Construcdo de um nariz eletrénico formado por um arranjo dos sensores
acima;

e Aplicagédo desse nariz em situagdes-problemas reais.
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Capitulo 3: Parte
experimental



3.1 Materiais

O liquido i6nico 1-Etil-3-metilimidazodlio dicianamida (EMIMDCA, pureza
> 98%) e gelatina de pele bovina tipo B foram adquiridos da Sigma Aldrich.
Cloreto de ferro (Il) tetrahidratado (FeClz .4H20, pureza >99%) foi obtdo da
Vetec, cloreto de ferro (lll) hexahidratado (FeCls.6H20, pureza = 99%) foi obtido
da Acros Organic. Acido oléico (AO, pureza = 99%) foi obtido da Carl Roth, o
acido laurico (AL, pureza = 99%) e acido antraceno carboxilico (AA, pureza =
99%) foram obtidos da Sigma Aldrich. A solucdo aquosa de hidroxido de
amonio a 25% bem como todos os solventes organicos foram adquiridos da
Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda. Os eletrodos interdigitados foram
fabricados pela empresa Micropress S. A. com 0,6 cm? de area interdigitada,
200 um de espacamento entre os digitos de cobre e 100 um de espacamento
entre os digitos de niquel cobertos com 0,05 um de ouro.

O caldo Infusdo Cérebro Coracdo (BHI) e os meios de cultura Agar
Triptona de Soja (TSA), Agar Sulfito de Bismuto (BSA), Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD) e Agar Verde Brilhante (BGA) foram adquiridos da Oxoid.

Todas as cepas bacterianas usadas neste estudo foram padrdo ATCC,
nomeadamente, Salmonella Typhimurium (ATCC 14028 — S. Typhimurium),
Escherichia coli (ATCC 8739 — E. coli), Pseudomonas fluorescens (ATCC
13525- P. fluorescens), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853 - P.

aeruginosa) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923 — S. aureus).

3.2 Sintese das particulas de Fez0a4
6,0 g de FeCls.6H20 foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada e

2,7 g FeCl2.4H20 foram dissolvidos em 11 mL de agua destilada. Ambas
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solucbes foram misturadas e agitadas mecanicamente sob atmosfera de
nitrogénio até homogeneizacdo. Em seguida, 19 mL de hidréxido de aménio
(25%) foram adicionados rapidamente a mistura, que foi deixada reagindo por 5
min. A agitacdo foi interrompida, o agitador mecanico foi removido e se
procedeu a separacdo das particulas FesOs4 por decantacdo magnética. As
particulas foram lavadas com agua varias vezes e dispersas em agua com

concentracéo final de 78 mg/mL.

3.3 Funcionalizacédo das particulas

Aliguotas de 1,4 mmol das particulas nuas (PN) dispersas em agua
foram misturadas a 4,1 mmol de AO, AL e AA em 8,0 mL de n-hexano (no caso
de AO e AL) e DMSO (no caso de AA). A mistura ficou sob agitacdo por
aproximadamente 15 h. A fase orgéanica ficou com coloracdo preta com as
particulas funcionalizadas, e a fase aquosa incolor (mistura agua/hexano). Para
as funcionalizacées com AO e AL, ap0s a separacdo da fase organica da fase
aguosa a suspencao foi estocada. Ja para a funcionalizacdo com AA, as
particulas foram decantadas magneticamente, lavadas com agua destilada e

dispersadas em acetonitrila.

3.4 Producéao do ionogel

Em um banho de ultrassom, inseriu-se um pequeno frasco vedado
contendo 75 pL do liquido ibnico EMIMDCA. Foram adicionados 30 mg de
gelatina de pele bovina em pequenas fragbes, aguardando 2 min entre as
adicbes. Apos 10 min, foram adicionados 40 pL de agua destilada. A mistura foi

mantida em banho ultrass6nico por 15 min.
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3.5 Compadsitos
3.5.1 Dopagem do ionogel com particulas de FesO4 nuas

O procedimento descrito no item 3.4 foi adaptado para a preparacao dos
ionogéis dopados com as particulas nuas. Apos a adicdo da gelatina no LI,
adicionaram-se 40 pL de suspensfes das particulas de Fe3Os em agua
destilada com diferentes concentracfes (25 mg/mL, 50 mg/mL and 75mg/mL),

gerando trés diferentes compdsitos contendo 0s mesmos componentes.

3.5.2 Dopagem do ionogel com particulas de FesOsfuncionalizadas
Adaptou-se o procedimento do item 3.4 para a preparacao dos ionogeis
dopados com as particulas com diferentes funcionalizagcbes. Foram
adicionaram 40 pL da suspensdo das particulas funcionalizadas com acido
oléico com concentracdo de 25 mg/mL a gelatina, evaporou-se o solvente e
adicionou-se a gelatina dopada ao EMIMDCA que previamente estava em
banho de ultrassom. Finalmente, adicionaram-se 40 yuL de agua destilada e
aguardou-se até que a gelatina fosse solubilizada (15 min). Repetiu-se o

procedimento para as demais funcionalizacdes.

3.6 Caracterizacao

Utilizou-se a espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), modelo Frontier FR-IR, para caracterizacao da
superficie das particulas nuas e revestidas com os AA, AL e AO. As particulas
foram moidas e misturadas com KBr para a obtencdo do espectro. Determinou-

se o diametro hidrodindmico das PN usando um Zetasizer Nano Zs90 da

73



Malvern, operando a 25 °C. O TGA - Q500 foi empregado na analise
termogravimétrica dos ionogéis. A perda de massa foi monitorada sob
atmosfera de nitrogénio com taxa de aquecimento de 10 °C/min de 24 °C a

900 °C.

3.7 Preparacao dos sensores e aplicacdo no nariz eletrénico

Os sensores foram divididos em dois conjuntos: o primeiro (A) formado
pelo ionogel puro e dopado com as trés concentracdes de particulas; ja o
segundo (B) formado pelo ionogel dopado com concentracao fixa (25 mg/mL)
de PN e funcionalizadas. Foram aplicados 40 pL do ionogel na parte ativa do
eletrodo interdigitado (Figura 20A), formando um filme fino por spin coating
(10000 rpm por 5 s). Os sensores produzidos foram secos em dessecador sob
vacuo por 15h. Os eletrodos interdigitados de cobre (espacamento 200 pum)
foram aplicados apenas no capitulo 4, sendo os eletrodos de niquel cobertos
com ouro (espacamento 100 um) utilizados nos demais capitulos.

Os sensores foram testados em um nariz eletrbnico totalmente
construido em nosso laboratério com um sistema de amostragem dinamica,
mostrado esquematicamente na Figura 20B. Um ciclo completo de medida &
composto por uma fase de exposicdo (bomba 1 ligada, bomba 2 desligada),
guando os volateis da amostra sdo conduzidos até a camara onde estdo 0s
sensores, e uma fase de recuperacao (bomba 1 desligada, bomba 2 ligada),
guando o ar do ambiente passa diretamente através dos sensores, removendo
os volateis e recuperando os ionogéis. Trés valvulas anti-retorno foram
utilizadas para garantir que o fluxo do ar fosse sempre na direcdo dos

sensores. Cada analito foi mantido no compartimento da amostra a 30 °C
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durante todo o experimento, e o fluxo do ar foi mantido a 0,5 L’min. Para todos
os analitos, os ciclos de exposicdo (5 s) e de recuperacao (100 s) foram
repetidos: no conjunto A, 12 vezes; no conjunto B, 10 vezes. Contudo, para
facilitar a comparacdo dos dois conjuntos, utilizaram-se 10 repeticbes no
tratamento dos dados. A condutancia foi registrada por um condutivimetro6®,
operando com tensdo alternada com frequéncia de 2 KHz, onda triangular, e
amplitude de 80 mV pico a pico, conectado a um computador via um conversor
analdgico-digital de 10-bit. Nao houve necessidade de limpar ou preparar

novos eletrodos entre as medidas.
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Figura 20: A) Eletrodo interdigitado usado na preparacdo dos sensores de gas

e B) representacéo do nariz eletrdnico utilizado.

3.8 Preparacao das culturas de bactérias e contaminagéo das carnes
Todos os meios foram preparados seguindo as instru¢cdes do fabricante.

Primeiramente, todas as bactérias foram individualmente suspensas em um

tubo Falcon contendo 25 mL de caldo BHI e incubadas a 35 °C por um periodo

de 24 h.
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Para a avaliacdo do comportamento de S. Typhimurium e outras
bactérias em meio ndo seletivo, 25 mL de TSA foi preparado em tubo Falcon. A
solidificacdo do agar foi realizada de maneira inclinada, permitindo uma éarea
maior para o crescimento bacteriano. Apoés a solidificacdo, 10 puL de solucéo de
BHI contendo as bactérias (S. Typhimurium, E. coli, P. fluorescens, P.
aeruginosa ou S. aureus) foram semeados na superficie do TSA. O meio de
cultura foi incubado a 35 ° C por um periodo de 24 h.

Para o comportamento em meio seletivo, os meios BSA, XLD e BGA
foram preparados, seguindo o mesmo procedimento do TSA. Nesse caso0,10 pL
de BHI contendo S. Typhimurium, E. coli ou P. fluorescens foram espalhados
na superficie do meio seletivo. Os tubos foram incubados a 35 ° C por um
periodo de 24 h.

Tubos com o branco de cada meio (ndo seletivo e seletivo) foram
incubados sem bactérias e usados para leitura com o nariz eletrénico.

Aliguotas de 5 g de carnes bovina (Bov), suina (Sui) e frango (Fr) foram
acondicionadas em tubos Falcon e contaminadas com S. Typhimurium, E. coli
e P. fluorescens (2 log UFC/g). Apés a contaminacdo, as amostras foram

incubadas a 20°C e analisadas ap6s 0, 24, 48 e 72 h.
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Capitulo 4: Prova de
concelto



4.1 Resultados e discusséao

Primeiramente, foram feitas a sintese e a caracterizacdo das particulas
de oxido de ferro, que foram empregadas como dopantes no ionogel, seguido
da preparacdo dos compdsitos como mencionado na parte experimental. Os
dois conjuntos de sensores foram submetidos a testes preliminares para
averiguar o padrdo de respostas a diferentes substancias volateis modelos
sendo expandido posteriormente a uma maior variedade de substancias, com o

objetivo de servir como prova do conceito proposto inicialmente.

4.2 Caracterizacdo de FesOa.

As particulas nuas foram sintetizadas utilizando o método de
coprecipitacdo descrito previamente por Roque e col.2®® O diametro médio das
particulas, assim como a polidispersdo foram obtidas por meio de
espalhamento dinamico de luz (DLS), sendo 168 nm e 0,351, respectivamente.

As funcionalizacbes foram confirmadas, utilizando espectroscopia na
regido do infravermelho (FTIR, KBr) (Figura 21). Trés bandas aparecem no
espectro para as PN, em 580 cm referente a ligacdo Fe-O da estrutura
cristalina do FesO4, e em 1630 e 3405 cm™ que sdo correspondentes as
hidroxilas presentes na superficie das particulas devido ao método de sintese
utilizado.'’®© Comparativamente, o espectro das particulas funcionalizadas com
AA apresentam bandas em 2921 e 2975 cm™ correspondentes a vibracédo de
estiramento C-H do anel aromatico, bandas em 1428 e 1385 cm™ referentes a
deformagdo angular da ligagdo C-O-H do acido carboxilico, assim como
vibracdo de estiramento C-O em 1318 e 1276 cm?, além da banda

correspondente a deformacéo angular fora do plano C-O-H em 951 cm.171.172
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As particulas funcionalizadas com AL e AO apresentam espectros similares,
com bandas entre 2800 e 3000 cm™ pertencentes as vibracdes de estiramento
assimeétrico e simétrico da ligacdo C-H de CH2, e as bandas em 1522 e 1464
cm?® correspondentes as vibracdes de estiramento assimétrico e simétrico do

grupo -COO da carboxila.t™
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Figura 21: Espectro na regido do infravermelho das particulas de FesOs a)
nuas e revestidas com b) AA; c) AL; d) AO

4.3 Caracterizacédo térmica dos ionogéis

A analise termogravimétrica (TGA) revelou que o LI aprisionado no
ionogel possui temperatura de decomposicdo menor quando comparado ao LI
livre, indicando uma diminuicdo na interacdo entre os ions.’® Além do
aprisionamento do LI, o aumento da concentracdo de particulas também

ocasiona a diminui¢cdo da temperatura de decomposi¢cdao do EMIMDCA (Figura
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22), isto deve ocorrer pela interacdo entre o LI e as particulas de oxido de
ferro.1”® Quando observada a temperatura de decomposicdo do LI no ionogel
dopado com particulas hidrofébicas, também h& uma diminuicdo na
temperatura de decomposicdo, apesar de possuir a mesma concentracdo de
particulas, independente do composto utilizado para realizar a funcionalizacao.
No entanto, esta diferenca ndo € tdo acentuada quando comparado aos
ionogéis compostos por elevadas concentracdes de particulas. A Tabela 5
mostra a temperatura de decomposicdo do LI confinado na gelatina com os
diferentes dopantes

Figura 22: Andlise termogravimétrica do EMIMDCA e ionogéis a) conjunto de
sensores A e b) conjunto de sensores B.

Tabela 5: Influéncia dos diferentes dopantes na temperatura de decomposi¢cao
do LI no ionogel.

Material Temperatura de

decomposic¢éo/°C

EMIMDCA 308
lonogel 0O 303
Inogel 25 281
lonogel_50 268
lonogel_75 265
lonogel AA 265
lonogel_AL 273
lonogel_AO 285

4.4 lonogel — conjunto A
A partir do liquido i6bnico EMIMDCA, gelatina de pele bovina e agua, foi
preparado o Unico ionogel. Selecionaram-se trés concentracdes de PN (25, 50

e 75 mg/mL) para dopagem do ionogel durante o preparo do material. Os
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solventes organicos utilizados como moléculas modelo, com diferentes grupos
funcionais, polaridades e pontos de ebulicio foram: etanol, acetona,
cloroférmio, acetato de etila, tolueno e hexano. A Figura 23 apresenta as
condutividades dos sensores durante exposicdo a etanol por 10 ciclos de 5 s

de exposicdo e 100 s de recuperacdo com um fluxo de 0,5 L/min.

lonogel_0O

lonogel_25
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Figura 23: Resposta do conjunto de sensores dopados com diferentes
concentracbes de FesOs4 em ciclos de exposicao (5s)/recuperacao (100s) a
etanol. (preto) lonogeis puro; (vermelho) dopado com 25 mg/mL; (azul) dopado
com 50 mg/mL e (verde) dopado com 75 mg/mL.

Utilizou-se as respostas elétricas dos sensores (condutancias) e
calculou-se as respostas relativas (Ra) de cada sensor para todos os volateis

estudados de acordo com a Equacéo 1.

_ G2-G1
G1

em gque G2 é condutancia do sensor no fim da exposicédo e G1 € a condutancia

do sensor no inicio da exposicao.
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As respostas relativas do conjunto dos quatro sensores sao mostradas
na Figura 24. Observa-se a diminuicdo na intensidade da resposta relativa dos
compostos estudados com a diminuicdo da polaridade. Além disso, € possivel
notar que o etanol apresenta um aumento da Ra com o aumento da
concentracdo de particulas no ionogel. A acetona apresenta um pequeno
aumento com a concentracdo de 25 mg/mL, mas ocorre uma diminuicdo da Ra
com o aumento da concentracdo de particulas no ionogel. Os demais solventes
nao apresentam mudancas significativas nas Ras com a presenca das
particulas no ionogel. Vale ressaltar que ndo ha um padrédo de resposta para os
VOCs estudados com o aumento da concentracdo de particulas, ou seja, cada

sensor responde diferentemente a exposicao aos volateis.

1,5 H ]: I W0 mg/mL
25 mg/mL
11 I
o :[ 50 mg/mL
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=
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Figura 24: Resposta relativa para filmes com diferentes concentracbes de
particulas de Fe304.

Apesar do emprego de apenas um ionogel, a dopagem com as
particulas de Fe3Os mostrou que é possivel obter diferentes padrbes de
respostas, alterando a concentracdo de um dos componentes. A influéncia da
polaridade na intensidade da resposta sugere que quanto menor a polaridade

das moléculas, menor é a Ra.
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4.5 lonogel - Conjunto B

A partir do estudo do conjunto A, realizou-se funcionalizacbes nas
particulas para aumentar a interacdo entre o ionogel e moléculas que
apresentaram menos intensidade de resposta, que foram cloroféormio, acetato
de etila, tolueno e hexano. Considerando o estudo inicial com as diferentes
concentracbes de dopante, onde ndo se notou uma concentracdo Otima,
escolheu-se a menor delas (25 mg/mL), obtendo-se o ionogel com PN e
diferentes revestimentos. A Figura 25 apresenta as Ras dos VOCs para o
ionogel com as diferentes dopagens. Quando comparado com a Figura 24, a
tendéncia € a mesma, porém, para 0 hexano, tolueno e cloroférmio
apresentaram um aumento na resposta quando comparado com as particulas
nuas, houve uma diminuicdo na intensidade das respostas para o etanol e a

acetona frente ao ionogel dopado com acido laurico.

N lonogel 25
lonogel_AO
lonogel AL

5+
e 05 1 lonogel_AA

Figura 25: Resposta relativa dos filmes dopados com particulas de FesO4 com
funcionalizagdes diferentes.
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4.6 Nariz eletronico

Os histogramas mostrados nas Figuras 24 e 25 sugerem que 0 conjunto
de sensores produzem diferentes padrdes de resposta para cada composto
volatil, sendo caracteristicos de cada VOC e que podem ser usados como
dados de entrada em um programa de reconhecimento de padrées.
Considerando os diferentes padrdes de resposta dos dois conjuntos de
sensores, estendeu-se o estudo para um numero maior de VOCs incluindo:
metanol, acetonitrila, diclorometano, éter etilico, pentano e heptano. As Ras
dos VOCs foram utilizadas como variaveis de entrada no PCA para reduzir a
dimensionalidade, visto que trabalhou-se com quatro sensores, gerando novos
vetores ortogonais entre si, de acordo com o numero de dimens@es iniciais,
mantendo o maximo de informacédo dos dados originais.”® As trés primeiras
componentes compreendem 99,9% de cobertura dos dados para os dois
sistemas. A Figura 26A mostra os agrupamentos dos pontos gerados pelos
dados das Ras dos solventes aplicadas no PCA. Os sensores compostos
apenas por particulas nuas foram capazes de distinguir oito dos 12 VOCs,
sendo eles: acetato de etila, acetona, acetonitrila, cloroférmio, etanol, metanol,
tolueno e éter dietilico. Apesar de alguns VOCs estarem proximos, como o
tolueno e cloroférmio, a regido do grafico que ocupam é bem distinta, nao
havendo superposicdo. Ja o0s sensores dopados com as particulas
funcionalizadas foram capazes de distinguir todos os 12 VOCs, como mostrado
na Figura 26B. Moléculas que apresentaram semelhancas estruturais como o
pentano, hexano e heptano, cloroférmio e diclorometano, metanol e etanol,

foram diferenciadas de maneira satisfatoria.
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Figura 26: Grafico do PCA para os sensores A) com diferentes concentracdes
de particulas de FesOs nuas e B) com trés funcionalizacbes das particulas de
Fes0a.

Apesar de ser visualmente perceptivel a separagéo entre os VOCs em
ambos 0s conjuntos de sensores, € necessaria a utilizagdo de um método de
validacéo para avaliar o grau de acerto nas previsdes. Para isso, os dados das

Ras de cada conjunto de sensores foram treinados usando diferentes métodos

de classificacdo, entdo a acuracia de cada classificador foi computada e
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validada pelo método de validacdo cruzada k-fold. Os classificadores Bayes
Network, Linear Discriminant Analysis, instances Based (IBK), Random
SubSpace e LMT foram selecionados a partir do software WEKA.1* Com o
conjunto A foram feitas 80 medidas no total, com 10 repeti¢cdes para cada VOC,
ja com o conjunto B, 120 medidas no total, com 10 repeti¢cdes para cada VOC.
A validacdo cruzada utilizou 90% dos dados em ambos os conjuntos para
treinar os algoritmicos e 10% dos dados para predicdo; o valor de k do K-fold
foi de 10. A percentagem de acerto para ambos os conjuntos foi superior a
98%, independente do classificador utilizado, sendo mostrado na Figura 27. A
acuracia dos classificadores para o conjunto A foi de 100% com todos os
classificadores testados, enquanto que para o conjunto B houve acuracia de
99,2% para os classificadores Bayes Network, LDA e IBK e 98,3% para

Random SubSpace e LMT.

m Conjunto A u Conjunto B
100
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Bayes Lazy IBK Random Tree LMT
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Classificadores

Figura 27: Comparagdo da acuracia nos diferentes classificadores para o0s
sensores do conjunto A e B.

A Figura 27 mostra o percentual de acerto, considerando todo o conjunto
dos dados. Observando o grau de acerto para cada VOC individualmente,
pode-se analisar quais solventes foram atribuidos erroneamente. A Figura 28

apresenta a matriz de confusdo com o percentual de acerto de cada solvente
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para os dois conjuntos de sensores estudados, utilizando o classificador IBK. O
conjunto de sensores A obteve uma acuracia de 100%, utilizando esse
classificador. Observa-se na Figura 28A que para todos os solventes a
classificacdo € maxima, ndo havendo confusdo entre os solventes estudados.
O conjunto de sensores B apresentou 99,2% de acuracia com o IBK, com o

cloroférmio sendo confundido com o acetato de etila (Figura 28B).
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Figura 28: Matriz de confusao do classificador IBK aplicado em a) predicéo dos
VOCs no conjunto A e b) predi¢cdo dos VOCs no conjunto B.
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4.7 Concluséo

Dois conjuntos de sensores a base de um Unico ionogel foram
preparados. O estudo das respostas de ambos os conjuntos frente a moléculas
modelos gerou diferentes padrdes de respostas. As respostas relativas dos
sensores diminuiram com a diminuicdo da polaridade das moléculas, havendo
uma melhora nas respostas relativas de moléculas apolares quando usado o
conjunto de sensores B. Os sensores foram usados em um nariz eletrénico,
gue por meio de um sistema de reconhecimento de padrbBes foi capaz de
distinguir até doze diferentes solventes com estruturas moleculares
semelhantes. Empregando diferentes algoritmos e um método de validacéo
cruzada K-fold, avaliou-se o grau de acerto dos narizes eletrénicos, obtendo
acuracia acima de 98% para os dois conjuntos de sensores. Este trabalho
mostrou que a partir de um anico ionogel, alterando apenas a composicao de
um dos componentes, € possivel a producdo de um nariz eletrénico capaz de
distinguir diversos solventes com estruturas moleculares semelhantes ou

variadas com alto grau de acerto.
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Capitulo 5: Identificacao
de méis adulterados



5.1 Resultados e discusséo

No capitulo anterior, mostrou-se que os sensores desenvolvidos sao
capazes de distinguir moléculas simples como solventes, provando que a
proposta inicial foi alcancada. A partir dos resultados obtidos, buscaram-se
aplicacdes praticas para o nariz eletrénico desenvolvido. O primeiro estudo de
caso proposto consistiu na identificacdo de méis adulterados.

Estudaram-se 17 amostras de meéis de diferentes floradas (eucalipto,
laranjeira e silvestre) em que 6 amostras eram méis e 11 adulteracfes (Figura
29) fornecidas pela Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP
campus Botucatu. As amostras foram sabidamente fraudadas e nao-fraudadas
através de metodologias oficiais recomendadas. As amostras foram
submetidas a medidas com os dois conjuntos de sensores desenvolvidos. Para
isso, foram mantidas a 30 °C em banho-maria, seguido de 7 ciclos com 10 s de
exposicdo e 150 s de recuperacdo. Analise multivariada revelou que, apesar de

7

dificil deteccdo, € possivel realizar a separacdo dos dois grupos (mel

verdadeiro e adulterado).

Figura 29: Amostras de méis verdadeiros (1 - 6) e adulterados (7 - 17)
utilizados no estudo do nariz eletrénico.

5.2 Conjunto A
O conjunto A foi empregado na diferenciacdo dos méis verdadeiros das

adulteracdes. A Figura 30A apresenta a resposta dos sensores quando
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expostos a uma amostra de mel durante 8 ciclos. E notério que ha uma
reducdo na intensidade da resposta com o0 aumento da concentracdo de
particulas no ionogel. As respostas dos sensores foram utilizadas para calcular
as Ra, que foram utilizadas como variaveis de entrada para a PCA mostrada na
Figura 30B, na qual as amostras de mel aparecem separadas das

adulteracoes.
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Figura 30: Resposta dos sensores do conjunto A quando expostos a uma
amostra de mel (A) e PCA para as 17 amostras de mel.

A variancia alcancada no PCA foi de 95,68%, distribuida entra as 3
componentes PC1 (68,57%), PC2 (18,74%) e PC3 (8,37%). A contribuicdo de
cada sensor para as componentes principais foi analisada, sendo mostrada na
Figura 31. Os ionogeis 25, 50 e 75 apresentam uma contribuicdo semelhante
para a PC1 (0,56, 0,53 e 0,52, respectivamente), enquanto o ionogel_puro
mostrou menor contribuicdo (0,36). Para PC2, o ionogel puro € mais
importante (contribui com 0,92), seguindo do ionogel_75 e dos ionogeis_25 e

50 com contribuicdo semelhante. Os ionogeis_50 e 75 possuem 0 maior peso
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para PC3, enquanto os demais sensores praticamente ndao contribuem para

esta componente.

0,8
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Sensores

mPC1 mPC2 mPC3

Figura 31: Peso de cada sensor na formacao das componentes principais para
0 conjunto A.

5.3 Conjunto B

Considerando que o conjunto B foi capaz de diferenciar um namero
maior de volateis (ver capitulo 4), utilizaram-se estes sensores para
diferenciacdo dos méis verdadeiros das adulteracdes. A Figura 32A apresenta
a resposta dos sensores quando expostos aos volateis de uma amostra de mel,
engquanto a Figura 32B mostra a analise do PCA. Diferentemente do conjunto
A, hd uma sobreposicdo entre as amostras de mel verdadeiro e as
adulteracdes, indicando que a distincdo entre as duas classes com este

conjunto de sensores é mais dificil.
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Figura 32: Resposta dos sensores do conjunto B quando expostos a uma
amostra de mel (A) e PCA para as 17 amostras de mel.

A variancia do PCA da Figura 32B atingiu 99,34%. Apesar de ter uma
menor perda de informacdo que o PCA do conjunto A, a capacidade de
separacdo dos grupos é menor. A variancia esta distribuida entre as trés
componentes como PC1 (88,67%), PC2 (7,59%) e PC3 (3,08%). A contribuicédo
de cada sensor para as componentes principais € mostrada na Figura 33. Os
ionogeis contribuem da mesma maneira para PC1 (0,50 para os ionogeis_AL,
AO e 25, 0,49 para o ionogel AA). Para PC2, o ionogel AA possui 0 maior
peso (contribui com 0,85), seguindo do ionogel AO 25 e AL (0,42, 0,30 e
0,09, respectivamente). A PC3 recebe maior peso do ionogel AL, diminuindo

gradativamente com o ionogel AO, AA e 25 (0,84, 0,49, 0,21 e 0,14,

respectivamente).
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Figura 33: Peso de cada sensor na formacao das componentes principais para
0 conjunto B.

5.4 Analise multivariada

Pelo PCA o conjunto A apresentou melhor desempenho na separacéo
das duas classes estudadas. Porém, para determinar o acuracia de ambos 0s
conjuntos de sensores na classificacdo das amostras de mel, empregou-se
diferentes classificadores para avaliar quéo robustos sao os resultados obtidos.
Nesta andlise foram utilizados os classificadores: MLP, IBK, Kstar, RF e Trees-
J48. A Figura 34 mostra a acuracia para o conjunto A, que variou de 95,45% -
97,40% (IBK e J48 — 95,45%, MLP e Kstar — 96,10% e RF — 97,40%),
concordando com o resultado do PCA e confirmando o desempenho do nariz
eletrbnico com valores de acuracia semelhantes. O conjunto B, como
esperado, apresentou valores de acuracia inferiores, variando de 64,94% -
78,57% (J48 - 64,94%, MLP — 70,78%, RF — 75,32%, Kstar — 75,97% e IBK —
78,57%). Pensando em classificagcdo de meéis como verdadeiros ou
adulterados, o conjunto B ndo apresentou desempenho satisfatério, porém,

talvez um ajuste fino nos parametros dos classificadores estudados poderia
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melhorar a classificacdo, pois ha uma diferenca consideravel entre os valores
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Figura 34: Comparacdo da acuracia nos diferentes classificadores na
diferenciacdo de méis verdadeiros de adulterados para o0s sensores do
conjunto A e B.

Outra maneira de avaliar-se a capacidade de identificacdo dos méis,
considerando o erro dos sensores na atribuicdo da classe, € observando os
parametros de sensibilidade e especificidade. A sensibilidade é a quantidade
de amostras verdadeiramente positivas que o método aplicado identificou
corretamente, enquanto que a especificidade é a taxa de verdadeiros negativos
que foram corretamente atribuidos. Estes paradmetros sdo calculados do
seguinte modo:

Sensibilidade = verdadeiro positivo/(verdadeiro positivo + falso negativo)

Especificidade = verdadeiro negativo/(verdadeiro negativo + falso

positivo).

A Figura 35 ilustra os verdadeiros positivos (VP), verdadeiros negativos

(VN), falsos positivos (FP) e falsos negativos (FN).
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Figura 35: Classificacdo de VP, VN, FP e FN aplicados no calculo da
sensibilidade e especificidade de um método de analise.

Para isto, selecionaram-se os classificadores que apresentaram melhor
desempenho na classificacdo das amostras e calcularam-se os valores de
sensibilidade e especificidade para cada conjunto. Para o conjunto A, o RF
apresentou melhor acuracia (97,40%). Tanto a sensibilidade como a
especificidade foram de 97,40% (acertando 75/77), mostrando que a
probabilidade de identificar uma mostra de mel corretamente e uma
adulteracao corretamente € a mesma. O IBK foi o classificador que apresentou
melhor desempenho com o conjunto B (78,57% de acuracia), revelando valores
de sensibilidade e especificidade de 84,42% e 72,73%, respectivamente. A
capacidade dos sensores dos conjuntos B de identificar uma amostra de mel
como verdadeiro € maior que identificar uma amostra como mel adulterado.

Logo, um teste para averiguar se uma determinada amostra esta adulterada

pode gerar falsos negativos em pouco mais de ¥ das analises.

5.5 Concluséo

Dois conjuntos de sensores foram empregados em um nariz
eletrénico para distinguir amostras de méis adulterados e mel puro. Em analise
preliminar utilizando o PCA, o conjunto A apresentou maior separacao entre 0s

dois clusters com um ponto de intersec¢ao, enquanto o PCA do conjunto B n&o
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separou efetivamente os dois grupos. A aplicacdo de diferentes classificadores
revelou uma elevada acuracia para o conjunto A, acima de 97% com o RF. O
conjunto B, apesar da sobreposicdo dos grupos no PCA, obteve acuracia
acima de 78% com o IBK. Célculos de sensibilidade e especificidade
mostraram que o conjunto A é capaz de identificar amostras de mel puro e
adulterado com elevada precisdo, enquanto o conjunto B apresentou melhores
valores para sensibilidade do que especificidade. Assim, os sensores do
conjunto A demonstraram um bom desempenho na analise das amostras de
mel, sendo preferivel sua aplicacdo em detrimento do conjunto B. Mais estudos
devem ser conduzidos para apurar a reprodutibilidade dos métodos, além de

utilizar um numero maior e com maior variedade de amostras.
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Capitulo 6: Deteccao de
parvovirose canina
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6.1 Resultados e discusséo

Seguindo com os estudos de caso com o0s sensores desenvolvidos,
buscamos diagnosticar parvovirose canina em amostras de fezes de caes.
Como mencionado anteriormente, esta € uma doenca com elevada mortalidade
para os caes, principalmente filhotes, e o rapido diagndstico € essencial para

aumentar as chances de vida dos animais.

6.2 Deteccao de parvovirose canina

Utilizou-se 15 amostras de fezes de cdes que apresentavam um quadro
clinico de gastroenterite hemorragica e foram submetidas a analise de PCR no
Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva da
UNESP-campus Botucatu. As amostras foram divididas em dois grupos, o
primeiro com 10 amostras de cées infectados pelo virus (controle positivo) e o
segundo com 5 amostras de cdes que ndo estavam infectados (controle
negativo).

Primeiramente, aplicou-se 0s sensores do conjunto B para averiguar a
capacidade de diferenciacdo dos sensores das amostras positivas das
negativas. Para as medidas com o nariz eletrbnico, as amostras foram
acondicionadas em tubos Falcon, e durante os periodos de exposicao (5 s) e
recuperacdo (100 s) foram aquecidas a 30 °C (condigcbes semelhantes ao
experimento conduzidos com mel). Assim como nos demais estudos, calculou-
se as respostas relativas das medidas para cada amostra e utilizou-se como
variaveis de entrada no PCA. As respostas dos sensores durante 8 ciclos em
gue foram submetidos aos volateis de uma amostra controle negativo €

mostrado na Figura 36A, além do grafico do PCA gerado a partir das 15
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amostras que € mostrado na Figura 36B. Fazendo uso das trés componentes
principais alcancamos 99,58% da variancia, mostrando uma perda minima de
informacéo. A partir do PCA da Figura 36B percebe-se que 0s sensores néo
foram capazes de separar as amostras positivas das negativas, ocorrendo uma

sobreposicao, assim como foi observado com as amostras de mel.
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Figura 36: Resposta dos sensores quando expostos aos volateis de uma
amostra controle negativo (A) e PCA das 15 amostras que foram medidas no
nariz eletrénico a base de MOS (B).

Apesar de os sensores do conjunto B ndo apresentarem resultados
promissores na diferenciacdo das amostras, repetiu-se o procedimento com 0s
sensores do conjunto A, no entanto, aumentou-se a temperatura do
banho-maria para 40 °C para que uma quantidade maior de volateis fosse
conduzida a superficie dos eletrodos. A Figura 37A mostra a resposta dos
sensores durante 8 ciclos, e o grafico do PCA esta representado na Figura
37B. Fazendo uso das trés componentes principais alcancamos 99,80% da
variancia, com uma evidente separacdo entre as amostras positivas das

negativas. A primeira componente € responsavel pela separacdo das amostras
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negativas, enquanto a segunda componente apresenta maior contribuicdo para
separar as amostras positivas. A terceira componente possui 0,25% da

variancia, contribuindo para uma melhor visualizacéo.
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Figura 37: Medidas do nariz eletrénico durante os 8 ciclos de exposicdo e
recuperacdo a uma amostra controle negativo (A) e PCA das 15 amostras para
0s sensores a base de ionogel (B).

Considerando que as componentes principais sdo uma combinacao
linear das respostas relativas calculadas a partir de cada sensor, € possivel
avaliar a contribuicdo de cada sensor para as componentes utilizadas no
grafico do PCA. A Figura 38 apresenta o grafico da contribuicdo de cada
sensor para as componentes principais. E possivel perceber que todos os
sensores contribuem de maneira semelhante para a primeira componente
(contribuicdo de 0,50 do lonogel_puro, 0,48 do ionogel_25, 0,51 do ionogel_50
e 0,51 do ionogel_75), associada a discriminacdo das amostras negativas. Ja a
segunda componente, associada a discriminacdo das amostras positivas, 0
ionogel_25 (contribuicdo de 0,82) contribui mais que os demais, seguido pelo

ionogel_puro e ionogel_75 (contribuicdo de 0,48 e 0,30, respectivamente), e o
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ionogel_50 que praticamente nao contribui para esta componente. Para terceira
componente, o ionogel 75 apresenta maior relevancia, seguido em ordem

decrescente pelo ionogel_puro, ionogel 50 e ionogel_25, respectivamente.
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Figura 38: Contribuicdo dos sensores na formacao das componentes principais
do PCA.

6.3 Analise multivariada

Os graficos de PCA gerados pelos dois conjuntos de sensores séo
opostos, 0 conjunto A apresenta uma excelente separacdo entre as amostras
negativas e positivas, enquanto com o0 conjunto B as amostras estédo
sobrepostas. Focando agora em um método que possa fazer previsdes, testou-
se cinco algoritmos de classificacdo nos dois casos estudados: LDA, MLP, IBK,
LMT e RF. Como trabalhamos com 5 amostras negativas e 10 positivas, ha o
dobro do numero de pontos para o grupo positivo. Com a finalidade de
homogeneizar o tamanho dos grupos, os dados originais passaram por uma

etapa de pré-processamento, utilizando a técnica de balanceamento de dados
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conhecida como Synthetic Minority Oversampling Technique (SMOTE).Y"®
Assim, garantiu-se que o0 desbalanceamento dos grupos nao afete a
porcentagem de acerto e/ou erro de cada classificador. Como método de

validacéo aplicou-se o K-fold, com K igual a 10.
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Figura 39: Acuréacia de diferentes classificadores na separacdo das amostras
positivas das negativas para os dois conjuntos de sensores estudados.

A Figura 39 mostra a acuracia dos classificadores para cada um dos
conjuntos de sensores empregados. A acuracia na classificacdo para o nariz
eletrénico aplicando o conjunto A chegou a 100% aplicando os classificadores
IBK, MLP e RF, além de ser 99% para o LMT e LDA. Um elevado indice de
acerto independente do classificador empregado. O conjunto B, apesar de
apresentar sobreposicdo no PCA entre as duas classes, obteve valores de
acuracia elevados, alcancando 95% com o classificador IBK, 86,25% com o
RF, 75,62% e 75% com o LMT e MLP, respectivamente, e 67,5% com o LDA.
As acuracias dos classificadores para o conjunto B, apesar de serem inferiores
ao do conjunto A, revela que é possivel a utilizacdo desses sensores com um
grau de acerto razoavel, além de mostrar a necessidade da utilizacdo de uma
variedade de algoritmos de aprendizagem de maquina para obter um resultado

mais consistente com os dados utilizados. A elevada acuracia para o conjunto
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A em todos os classificadores mostra que a diferenciacdo entre as amostras
positivas e negativas sao consistentes, entretanto, o conjunto B apresentou

grande variacdo na acuracia, que dependeu do classificador utilizado.

6.4 Comparacdo com outros métodos

A importancia do desenvolvimento de novas tecnologias para o rapido e
facil diagnoéstico da Parvovirose esta associada tanto a letalidade da doenca
como a resisténcia do virus, que pode sobreviver por longos periodos no meio
ambiente, desde que protegido por material organico. Além disso, a facil
transmissdo do virus por via oral e nasal, torna necessario o isolamento do
local em que o animal infectado se encontrava para evitar a proliferacdo da
doenca para outros animais.'’®

O nariz eletrénico € uma tecnologia aplicada nas diversas areas do
conhecimento, deixando de ser apenas um conceito académico e tornando-se
uma ferramenta viavel no cotidiano da sociedade. Com relacdo ao diagnéstico
de doencas em cdaes, os trabalhos sédo escassos e para deteccdo de
parvovirose nao ha, até o momento, nenhum trabalho na literatura. Outros
métodos ja foram publicados buscando reduzir o tempo de espera no
diagnéstico dessa doenca.

Decaro et al.l’”’ desenvolveram um dispositivo que permita ao
proprietario de cdes e/ou veterinario realizar o exame para deteccdo da
parvovirose sem a necessidade de enviar amostras do animal para
laboratorios. Este dispositivo € vendido comercialmente com o nome de Teste
SNAP Parvovirose (IDEXX Laboratoérios) e utiliza um método imunoenzimatico

para deteccdo do antigeno do CPV nas fezes dos cées. Os autores utilizaram
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201 amostras de caes provenientes de quatro paises (Itélia, Reino Unido,
Espanha e Grécia) divididas pelas trés categorias do virus (CPV-2a, CPV-2b e
CPV-2c). Aplicando o teste é possivel detectar 80,4% das amostras do CPV-
2a, 78% do CPV-2b e 77% do CPV- 2c. Kim et al.1”® aplicaram a microbalanca
a cristal de quartzo para deteccdo do Parvovirus. Essa técnica consiste em
utilizar o efeito piezoelétrico dos cristais de quartzo que ao sofrer uma
deformacdo produz um campo elétrico que pode oscilar de acordo com a
polaridade da perturbacdo, essa propriedade confere a capacidade de estudar
fenbmenos de interface tendo uma relacédo direta da variagdo de massa do
cristal com a sua frequéncia de ressonancia.'’® Os autores funcionalizaram a
superficie do cristal de quartzo com o antigeno do virus e utilizaram a variacao
da frequéncia para determinar se as amostras estudadas eram CPV positivas
ou CPV negativas, concluindo que o biossensor é capaz de identificar
corretamente 95,4% das amostras positivas e 98% das negativas.

Comparados ao nariz eletrénico, esses métodos apresentam algumas
desvantagens, pois no sistema proposto neste trabalho, ndo ha necessidade de
preparo de amostra ou restricdo na quantidade utilizada, ndo € necessario o
uso de antigenos para deteccéo, além de ser um método de baixo custo, rapida
analise e de facil aplicacdo (um limitante para a microbalanca que possui um
alto valor agregado e necessidade de especialistas para funcionalizacdo do
cristal de quartzo). Contudo, deve ser levado em consideragdo que n&o
separou-se as amostras de acordo com a variagcao na cepa do virus, como fez
Decaro et al., além de ter uma quantidade de amostras reduzidas em relagcéo

aos dois trabalhos anteriormente citados.
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6.5 Sensibilidade e especificidade

Os valores de acuracia para os dois narizes eletrbnicos foram
reportados anteriormente para uma série de classificadores, mostrando que o
conjunto A apresenta maior acuracia que o0 conjunto B em todos os
classificadores. No entanto, esses valores em si ndo trazem informacdes sobre
a sensibilidade e/ou a especificidade. Para isso, calculou-se ambos o0s
parametros, utilizando IBK como classificador (apresentou maior acuracia em
ambos o0s casos estudados) e comparou-se com o0s valores descritos na
literatura. A Tabela 6 apresenta as taxas de sensibilidade e especificidade para

métodos descritos na literatura.

Tabela 6: Comparacdo da sensibilidade e especificidade na deteccdo de
parvovirose canina dos narizes eletrénicos utilizados com os métodos descritos
na literatura.

Método Sensibilidade (%) Especificidade (%)
QCM 95,4 98

CIAK 80,7 89,5

Conjunto A 100 100

Conjunto B 92,5 97,5

Os dois conjuntos de sensores apresentaram valores de sensibilidade e
especificidade maiores ou equivalentes aos métodos descritos na da literatura.
O conjunto A exibiu maior sensibilidade e especificidade que o conjunto B,

ocorrendo correta classificagdo em todas as medidas. No caso do conjunto B,
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das amostras positivas, 74/80 foram atribuidas corretamente, enquanto 78/80

das amostras negativas foram atribuidas sem erro.

6.6 Concluséo

Os dois conjuntos de sensores foram aplicados na deteccdo da
parvovirose canina. O conjunto A apresentou facil separacéo entre as amostras
positivas e negativas, enquanto a separacao foi mais dificil para o conjunto B.
Foram empregados cinco classificadores para avaliar a capacidade de previsao
do nariz eletrdbnico com os sensores desenvolvidos. O conjunto A exibiu
resultados de acuracia consistentes, havendo minima variacdo independente
do classificador. J4 o conjunto B apresentou maior variacdo na classificacao,
mostrando que mais parametros devem ser ajustados para estes sensores. Os
dois conjuntos apresentaram elevados valores de sensibilidade e
especificidade, sendo o primeiro exemplo na literatura até o momento, de um
nariz eletrénico para deteccao de parvovirose. Apesar das amostras estudadas
nao terem sido separadas por tipo de cepas do virus, ambos narizes
apresentaram boa performance na deteccdo da parvovirose com uma

metodologia simples, rapida, de baixo custo e facil implementacéo.
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Capitulo 7: Deteccao de
Salmonella em diferentes
melos de cultura



7.1 Resultados e discusséo

S. Typhimurium é um dos mais importantes patdégenos que causa
doencas pela ingestdo de alimentos contaminados e ainda é uma preocupacéo
mundial. Em laboratérios de controle de qualidade, o monitoramento de S.
Typhimurium é baseado em analises microbiolégicas e bioquimicas,
consistindo em varias etapas que levam até 7 dias.18%181

De acordo com a metodologia padrdo, as primeiras etapas para a
pesquisa de S. Typhimurium sdo o pré-enriquecimento e enriquecimento, onde
0 crescimento da bactéria ocorre em um meio contendo uma abundante fonte
de nutrientes, nos quais uma ampla variedade de microrganismos podem
crescer, normalmente, Buffered Peptone Water e Lactose Broth (caldos de pré-
enriqguecimento), além de Tetrathionate e Rappaport-Vassiliadis (caldos de
enriguecimento seletivo). ApOs estas etapas, ocorre o isolamento da bactéria,
sendo o material previamente cultivado transferido para um meio de cultura
sélido e seletivo, o qual favorece o crescimento de Salmonella em detrimento
de outras bactérias. Os principais meios seletivos sdo BSA, XLD e BGA.180.182

Na préatica, o isolamento de Salmonella é realizado de forma
complementar, utilizando mais de um meio seletivo. Mesmo através destes
meios, outras bactérias, como E. coli e P. fluorescens, crescem junto com a S.
Typhimurium, sendo necessario a realizacdo de testes bioguimicos adicionais
para confirmacéo de que se trata da S. Typhimurium,.183.184

Considerando o exposto acima, aplicou-se os sensores desenvolvidos
para a discriminagcao de S. Typhimurium de outros microrganismos, tal como E.
coli, P. fluorescens, P. aeruginosa, e S. aureus em meio nao seletivo, além da

discriminagéo de S. Typhimurium de E. coli e P. fluorescens em meios seletivos
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e especificos para Salmonella. Tendo em vista os melhores resultados obtidos
anteriormente com o conjunto A em detrimento do conjunto B, aplicou-se

apenas o conjunto A neste estudo.

7.2 Bactérias em meio néo seletivo

Primeiramente, estudou-se a capacidade do nariz eletrdbnico em
discriminar S. Typhimurium de E. coli, P. fluorescens, P. aeruginosa, e S.
aureus em um meio de crescimento de bactérias ndo seletivo. Para isto,
selecionou-se 0 meio TSA, um meio de cultura bem conhecido e adequado
para crescimento de bactérias, utilizado na etapa de pre-enriquecimento de
varias bactérias!®. A interacédo entre os volateis das bactérias neste meio de
cultura e os sensores € mostrada na Figura 40. Foram realizados 7 ciclos com
5 s de exposicdo e 150 s de recuperacdo, para evitar influéncia das amostras

anteriores desconsideramos os dois primeiros ciclos.
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Figura 40: Resposta dos sensores quando expostos aos volateis da S.
Typhimurium no meio de cultura TSA.

As respostas dos sensores foram utilizadas para calcular as Ras que

foram aplicadas como variaveis de entrada na produgcao do PCA. A Figura 41
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mostra o0 PCA (99,7% de variancia) com os clusters das 5 bactérias e o TSA
sem bactéria (branco). E evidente que a separacio entre as bactérias néo foi
bem sucedida, havendo sobreposi¢cédo entre as classes. A S. aureus intersecta
a E. coli e S. Typhimurium, P. fluorescens intersecta E. coli e P. aeruginosa,

além da sobreposicdo entre E. coli e P. aeruginosa

PC 2 (1.47%
© < N.( o O)N < @ TSA . .
° ¢ 9 s s o @ S. typhimurium
, @ E.coli
@ P. fluorescens

P. aeruginosa
@ S. aureus

Figura 41: PCA para S. Typhimurium de E. coli, P. fluorescens, P. aeruginosa,
e S. aureus no meio nao seletivo TSA.

7.2.1 Analise multivariada das bactérias em meio néo seletivo

Para avaliar a capacidade de previsdo dos sensores foram utilizados
diferentes algoritmos de classificacéo, para analise multivariada dos dados de
Ras calculados a partir dos sensores. Os classificadores empregados foram:
LDA, MLP, IBK, Kstar, Randomizable Filtered Classifier (RFC), LMT e RF. O

método de validagéo cruzada utilizado foi o K-fold com o valor de K igual a 10.
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Apesar de assumir 7 ciclos como padrdo das medidas para todas as
medidas, ndo conseguimos o padrdao para todas as amostras. Para
homogeneizar o tamanho dos dados de cada classe, os dados originais foram
submetidos a uma etapa de pré-processamento utilizando uma técnica de
balanceamento SMOTE!®¢, garantindo que o desbalanceamento dos dados nédo
afetasse a acuracia dos classificadores.

A Figure 42A mostra a acuracia obtida com cada classificador. Os
classificadores que apresentaram a menor e maior acuracia foram,
respectivamente, LDA, 58,3% e Kstar, 66,7%. Para o IBK e MLP, a acurécia foi
65%, enquanto o for RFC e RF, obtiveram 61,7% e 60.0%, respectivamente.
Selecionou-se o0 classificador que mostrou melhor desempenho na
classificacdo das bactérias (Kstar com 66,7%) para fazer a matriz de confusao
(Figura 42B). Essa matriz traz informacBes sobre quais bactérias foram
classificadas corretamente e quais foram atribuidas erroneamente. A bactéria
com maior acerto foi a S. Typhimurium, 90,0% (taxa de erro de 10,0% com E.
coli), enquanto a P. fluorescens apresentou um acuracia de 80,0% (taxa de
erro de 20,0% com TSA). Esses resultados concordam com o grafico do PCA,
no qual pode ser visto uma regiao de intersecédo de S. Typhimurium e E. coli, e
a proximidade entre P. fluorescens e TSA. Para E. coli e P. aeruginosa, que se
sobrepuseram no PCA, o acerto foi de 60,0% para as duas bactétias,
ocorrendo erro na classificagédo entre pelo menos dois outros grupos (para E.
coli: 10,0% com P. fluorescens e 30,0% com P. aeruginosa; para P.
aeruginosa: 10,0%, 10,0% e 20,0% com TSA, E. coli e P. fluorescens,
respectivamente). Além disso, diferente do sugerido pelo PCA, 40,0% dos

dados do TSA foram erroneamente classificados como P. fluorescens e a
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menor acurécia foi para S. aureus, 50,0% (50,0% com S. Typhimurium), o que
destaca a necessidade de complementar graficamente a andlise de clusters

com o uso de classificadores.
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Figura 42: A) Comparacdo da acuracia dos classificadores empregados na
separacao das bactérias no meio TSA, B) Matriz de confuséo feita a partir da
andlise dos dados com Kstar.
7.3 Crescimento em meio seletivo

Como mencionado anteriormente, a E. coli e P. fluorescens sao
bactérias importantes que interferem no isolamento da S. Typhimurium.
Geralmente, S. Typhimurium e E. coli sdo discriminadas pela morfologia das
colénias, apdés um periodo de incubacao de 24 horas em BSA, uma vez que as
colonias desta ultima ndo séo circuladas por um halo de brilho metalico. As

colénias de P. fluorescens sdo bastante semelhantes as S. Typhimurium, e

testes bioquimicos adicionais sdo necessarios para diferencia-las. Além disso,
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como os meios de isolamento séo especificos para bactérias gram-negativas, o
crescimento do S. aureus, que é gram-positivo, ndo é favoravel. Além disso, a
P. aeruginosa apresenta crescimento escasso no meio BSA e é facilmente
diferenciada da S. Typhimurium, pois as colbnias de P. aeruginosa sao verdes
e a halo ndo é observada.®2187.188 Assim, focamos nossos estudos na
diferenciacdo de S. Typhimurium, E. coli e P. fluorescens utilizando meios de
cultura especificos para S. Typhimurium (BSA, XLD e BGA) e avaliamos o
desempenho na distincdo das bactérias com o nariz eletrénico durante a etapa
de isolamento.

Com base nos valores de Ra, construiram-se os graficos de PCA para
0os meios BSA, XLD e BGA (Figuras 43A, B e C, respectivamente), com
variancia superior a 99,0% para todos os meios, indicando minima perda de
informacéo. As classes BSA, XLD e BGA sdo os meios de cultura sem as

bactérias (branco).
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Figura 43: PCAs for S. Typhimurium, E. coli, e P. fluorescens em A) BSA, B)
XLD and C) BGA media.

O BSA apresentou clusters mais bem definidos e distribuidos (Figura

43A) do que XLD e BGA (Figuras 43B e C, respectivamente), uma vez que S.
Typhimurium e E. coli estavam mais proximas umas das outras nos dois

altimos. Além disso, em XLD e BGA, as distribuicbes de clusters foram
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semelhantes, com E. coli colocado entre S. Typhimurium e P. fluorescens.
Essa caracteristica ndo foi observada no BSA e, de alguma forma, pode estar
relacionado a fonte de carboidratos, via metabdlica e, consequentemente,
composicao/evolucdo dos gases, uma vez que os BGA e XLD usam lactose e
sacarose. Além disso, a xilose também esta presente no XLD, enquanto que

apenas a glicose é usada no BSA. 182189

7.3.1 Analise multivariada — bactérias em meio seletivo

Aplicaram-se 0os mesmos classificadores usados anteriormente para o
meio nao seletivo, procurando o classificador que melhor se ajusta a cada
sistema (Figura 44A). No geral, a menor acuracia obtida na distingdo das
bactérias foi de 72,5% para o meio BGA usando LDA, superando o melhor
resultado obtido ao analisar todas as cinco bactérias no meio TSA, que foi de
66,7% com o Kstar.

Para o BSA, a acurécia dos classificadores variou de 90,0% a 97,5%,
sendo o MPL e o RF os algoritmos que apresentaram maior € menor precisao,
respectivamente. No caso do XLD, o melhor resultado foi obtido para o
classificador LDA (97,5%), enquanto o Kstar apresentou a menor acuracia
(77,5%). No BGA, o valor maximo foi de 95,0%, com LMT. O classificador LMT
também apresentou uma acuracia de 95,0% para meios BSA e XLD.

Como feito anteriormente, seleciou-se o0s classificadores que
apresentaram maior acuracia para cada meio, MPL, LDA e LMT, para BSA,
XLD e BGA, respectivamente, para analise das matrizes de confusdo (Figura
44B, C e D, respectivamente). Embora os clusters das bactérias do gréafico do

PCA para BSA fossem mais separados que o XLD, as matrizes de confusao
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para ambos 0s meios apresentaram valores idénticos. Em outras palavras, o
branco, a E. coli e a P. fluorescens foram classificados com 100,0% de
acuracia e apenas 10,0% dos dados da S. Typhimurium foi atribuida a E. coli. A
partir da matriz de confusdo do BGA, a E. coli e a P. fluorescens foram
classificadas com 100% de acerto, enquanto o branco (10,0%) e a S.

Typhimurium (10,0%) foram classificadas incorretamente e atribuidas a P.

fluorescens.
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Figura 44: A) Comparacédo da acuracia dos classificadores para os meios BSA,
XLD e BGA, B) Matriz de confusédo do BSA com MPL, C) Matriz de confusdo do
XLD com LDA e D) Matriz de confusdo do BGA com LMT.
7.4 Concluséo

O presente trabalho avaliou a capacidade do nariz eletrdnico, baseado
nos sensores do conjunto A, na diferenciagdo de S. Typhimurium de E. coli, P.
fluorescens, P. aeruginosa e S. aureus incubados em um meio nao seletivo
(TSA) e S. Typhimurium de E. coli e P. fluorescens, apds incubacdo em meios
de cultura seletivos para S. Typhimurium (BSA, XLD e BGA). Os resultados
obtidos foram avaliados usando algoritmos PCA e diferentes classificadores
(LDA, MLP, KNN, Kstar, RFC, LMT e RF). Independentemente dos meios, a
variancia alcangcada para o PCA foi superior a 99,0% para todos os casos, e
uma boa separacéo foi observada entre os clusters nos meios seletivos. Para o
TSA, houve sobreposicdo e intersecOes das classes, o que dificulta a
diferenciac@o das bactérias a partir do PCA.

Com relacdo a avaliacdo dos classificadores, para o TSA, a maior

precisdo foi obtida com a Kstar, 66,7%, enquanto para a BSA, XLD e BGA, a
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maior precisdao foi de 97,5%, 97,5% e 95,0% com MLP, LDA e LMT,
respectivamente.

Finalmente, este método € uma alternativa simples e de baixo custo
para a analise de bactérias em meios de cultura, com potencial para ser
utiizada como uma ferramenta complementar para o diagndstico de
organismos microbiologicos em alimentos, reduzindo o tempo de analise e
etapas. Mais estudos devem ser realizados para otimizar e validar o sistema

proposto.
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Capitulo 8: Diferenciacao
de bactérias em carnes
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8.1 Resultados e discusséo

No capitulo anterior trés bactérias (S. Typhimurium, E. coli e P.
fluorescens) foram diferenciadas em diferentes meios de cultura. Os
classificadores empregados revelaram elevada acuracia em todos os trés
meios especificos para S. Typhimurium, além de ser possivel distinguir estas
trés bactérias no meio ndo seletivo. Considerando os bons resultados obtidos,
estendeu-se este estudo inoculando as mesmas bactérias em trés tipos de
carnes: bovina, suina e frango. Para cada tipo de carne, foram separadas
quatro amostras, sendo estocadas a 11 °C e monitoradas durante trés dias
com o auxilio de um nariz eletrbnico (cada dia uma amostra diferente).
Preliminarmente, o PCA foi empregado para avaliar a separacdo dos clusters
para posterior analise mais detalhada. Para melhor entendimento do trabalho,
este capitulo sera dividido em duas seccdes, primeiramente, serd discutido a
capacidade do nariz eletrbnico em diferenciar as trés bactérias em cada uma
das categorias de carnes. Em seguida, sera discutida a capacidade do nariz
em diferenciar o nimero de dias em que uma amostra de carne esta
contaminada com as bactérias utilizadas neste estudo. Todas as medidas
foram feitas a temperatura ambiente com sete ciclos com 5 s de exposicéo e
150 s de recuperacdo. Assim como no capitulo 7, aplicamos apenas 0 conjunto

de sensores A.
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8.2 Carne bovina

A Figura 45 mostra os PCAs para cada um dos trés dias que realizou-se
as medidas das amostras no nariz eletrénico. Em todos os casos as variancias
foram superiores a 99%. No dia O (Figura 45A), assim que ocorreu a inoculacao
das bactérias, ndo houve diferenca entre as trés amostras, havendo
superposicao principalmente entre as contaminadas com E. coli e S.
Typhimurium. A partir do dia 1 (Figura 45B), a separacdo entre as trés
bactérias comecou a ficar mais evidente, sendo perfeitamente separadas no
dia 2 (Figura 45C) e mantendo a separacédo no dia 3 (Figura 45D).

Este resultado pode ser comparado com o trabalho de Abdallah et al.1%3,
mencionado anteriormente (seccdo 1.8). A carne bovina foi uma das amostras
analisada pelos autores, mostrando que quando contaminada com S.
Typhimurium e E. coli ha um aumento na liberacao de volateis entre 2 - 4h de
contaminacgdo. Isto pode acontecer dentro das primeiras horas devido as
condicbes de incubacado, que foi a 22 °C, enquanto, no presente estudo as
amostras foram mantidas a uma temperatura de 11 °C, retardando o

deterioramento da carne.
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Figura 45: PCA das medidas feitas com amostras de carne bovina
contaminada com S. Typhimurium, E. coli e P. fluorescens A) dia 0; B) dia 1; C)

dia 2 e D) dia 3.
Submeteram-se os dados a algoritmos de classificagao para avaliar a
capacidade de previsado do nariz eletrénico. Observando os graficos dos PCAs,
espera-se que o dia 0 seja mais dificil de distinguir as bactérias, pois 0s
clusters estdo préximos, enquanto o dia 3 apresenta maior separagéo entre 0s
conjuntos. Aplicaram-se 4 classificadores (LDA, MLP, Kstar e RF), que foram
utilizados nos demais estudos deste capitulo, para avaliar a acuracia na
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classificagcdo em cada um dos dias. O método de validacao cruzada utilizado foi
o K-fold com K=10. A Figura 46 mostra os valores de acuraria obtidos,
revelando uma tendéncia que coincide com as imagens dos PCAs. Em todos
0s casos o dia 0 possui menor taxa de acerto, aumentando gradualmente até
atingir 100%. Os classificadores MLP e Kstar atingiram 100% de acuracia no
dia 2, mantendo o mesmo valor no dia 3, além disso, o Kstar e 0 RF
apresentaram um indice de acerto acima de 95% no dia 1, enquanto o LDA e

MLP apresentaram 80,95% e 85,71, respectivamente.

100
80
60

40
20 I I
0
LDA MLP Kstar RF
Classificadores

Acuracia (%)

mBov_0 mBov_1 ®mBov_2 ®mBov_3

Figura 46: Classificadores aplicados para averiguar a acuracia da distincdo da
carne bovina contaminada com diferentes bactérias.

As matrizes de confuséo para carne bovina sdo mostradas na Figura 47.
A matriz referente ao dia O (Figura 47A) mostra que a contaminagcdo com P.
fluorescens obteve maior acuracia na discriminacdo, com 71,43%. Tanto as
amostras contaminadas com P. fluorescens como as contaminadas com S.
Typhimurium foram confundidas com E. coli, enquanto a amostra contaminada
com E. coli foi confundida com P. fluorescens e S. Typhimurium. Este
resultado estd de acordo com o PCA, que mostrou grande sobreposi¢do dos
clusters, assim como os classificadores que registraram uma baixa acuracia no

dia 0. A matriz referente ao dia 1 (Figura 47B) mostra que as amostras
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contaminadas com P. fluorescens e S. Typhimurium séo classificadas com
100% de acuréacia, enquanto a carne contendo E. coli chega a 85,71% de
acerto. No dia 2 (Figura 47C) é possivel distinguir as trés bactérias com 100%
de acuracia, sendo mantido no dia 3 (Figura 47D). As matrizes de confuséo
concordam tanto com os PCAs da Figura 45 e com a acuracia dos
classificadores mostradas na Figura 46, mesmo sendo geradas a partir de um
anico classificador (Kstar). Além disso, a carne bovina contaminada com P.
fluorescens pode ser diferenciada das demais contaminagdes no dia 1 com

100% de acurécia, seguida da contaminacdo com E. coli e S. Typhimurium.

E coli P, fluorescens |S. Typhimurium [A E. coli P, fluorescens |S. Typhimurium |B
28,57 14,29 57 14|E coli 85,71 0 14,29|E. coli
28,57 71,43 0|P. fluorescens 0 100 0|P, fluorescens
57,14 0 42 86| S Typhimurium 0 0 100(S. Typhimurium
E. coli P, fluorescens |S. Typhimurium |C E. coli P, fluorescens |S. Typhimurium |D
100 0 0|E. coli 100 [ 0|E. coli
0 100 0|P, fluorescens 0 100 0|P, fluorescens
0 0 100/ S. Typhimurium 0 0 100(S. Typhimurium

Figura 47: Matriz de confuséo para carne bovina A) dia 0; B) dia 1; C) dia 2 e
D) dia 3 a partir do classificador Kstar.

8.3 Carne suina

Os PCAs referente a carne suina sdo mostrados na Figura 48, na qual é
possivel observar que no dia 0 (Figura 48A) ja ha uma separacdao entre a
amostra que foi inoculada com E. coli das demais. Enquanto no dia 1 (Figura
48B), apoOs 24h, j4 foi possivel a distincdo entre as trés bactérias, sendo
mantido no dia 2 e 3 (Figuras 48C e D). Assim como nos PCAs da carne

bovina, as variancias foram superiores a 99%.
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Figura 48: PCA das medidas feitas com amostras de carne suina contaminada
com S. Typhimurium, E. coli e P. fluorescens A) dia 0; B) dia 1; C) dia 2 e D)
dia 3.

Aplicamos os mesmos classificadores e método de validacdo cruzada
utilizados anteriormente para as amostras de carne suina. A Figura 49 revela
uma tendéncia para os classificadores MLP, Kstar e RF semelhante a
tendéncia observada para a carne bovina. A acuracia na diferenciacdo das
bactérias na carne aumenta de acordo com o tempo de incubagéo, porém,
diferente das amostras de carne bovina, a menor acuracia para a carne suina
no dia O foi de 80,95% com os trés classificadores citados anteriormente,
enquanto a melhor classificagdo no dia 0 para carne bovina foi de 57,14% com

o0 RF. As medidas do dia 2 para estes trés classificadores (MLP, Kstar e RF)
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alcancaram 100% de acuracia e no dia 1 todos os classificadores
apresentaram acuracias superiores a 90%. O LDA, diferente dos demais,
atingiu 100% de acuracia no dia 1, no entanto, diminuiu progressivamente a
taxa de acerto na diferenciacdo das bactérias nos dias 2 e 3 (95,24% e 90,48,
respectivamente), seguindo uma tendéncia inversa aos demais classificadores.
Esta tendéncia inversa apresentada no LDA mostra a importancia de aplicar
uma variedade de classificadores para ndo chegar a conclusdes equivocadas
por observar os dados de modo enviesado por um classificador. Os valores
obtidos com a classificacdo das bactérias estdo de acordo com os PCAs, que
mostram a separagdo da amostra contaminada com E. coli separada das

demais no dia O e a separacdo das 3 amostras no dia 1.
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Figura 49: Classificadores aplicados para averiguar a acuracia da distin¢do da
carne suina contaminada com diferentes bactérias.

As matrizes de confusdo obtidas a partir do Kstar sdo mostradas na
Figura 50 e concordam com a analise do PCA e com a acuracia observada na
Figura 48. A matriz referente ao dia O (Figura 50A) apresenta 100% de acuracia
na discriminagdo da amostra contendo E. coli e 85,71% na classificagcao da
amostra com P. fluorescens. No dia 1 (Figura 50B), apenas a carne com S.

Typhimurium foi classificada com acuracia inferior a 100%, chegando ao
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maximo de acuracia no dia 2 (Figura 50C) e mantendo-se no dia 3 (Figura

50D).
F coli P fluorescens |S Typhimurium [A E. coli P, fluorescens | S. Typhimurium (B
100 0 0|E. coli 100 0 0|E. coli
0 85,71 14,29| P, fluorescens 0 100 0|P, fluorescens
0 42,86 57,14| S. Typhimurium 0 14,29 85,71|S. Typhimurium
E. coli P, fluorescens | S. Typhimurium |C E. coli P fluorescens | S Typhimurium |D
100 0 0|E. coli 100 0 0|E cali
0 100 0|P, fluorescens 0 100 0| P, fluorescens
0 0 100] 5. Typhimurium 0 0 100 S. Typhimurium

Figura 50: Matriz de confusdo das amostras de carne suina contaminadas com
bactérias para o classificador Kstar do A) dia 0; B) dia 1; C) dia 2 e D) dia 3.
8.4 Carne de frango

A Figura 51 mostra os PCAs para cada um dos dias de medida para
carne de frango. O PCA do dia 0 (Figura 51A) apresentou uma caracteristica
similar & carne suina, separando a amostra contaminada com E. coli das
demais. No dia 1 (Figura 51B), as amostras contaminadas com S. Typhimurium
e P. fluorescens ja podem ser diferenciadas, alcancando a maior separa¢do no
dia 3 (Figura 51D). As variancias para os PCAs dos dias 0 — 2 foram acima de
99%, enquanto o PCA do dia 3 apresentou variancia de 97,6%.

Como mencionado no capitulo 1 (seccédo 1.8), Timsorn et al.*® estudou
o crescimento de colbnias de bactérias em carne de frango em duas
temperaturas, 30 °C e 4 °C. Apesar de os autores ndo submeterem as colonias
de bactérias a uma andlise microbiolégica para identificar quais
microrganismos estavam presentes na carne, foi possivel concluir que ha um
aumento substancial na quantidade de col6nias nas primeiras 24h quando a
carne € estocada a 30 °C. No entanto, quando acondicionadas a 4 °C, o
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crescimento substancial das col6nias ocorrem a partir do segundo dia. Este
resultado concorda tanto com os dados do PCA da carne de frango quanto das

demais amostras, que apresentaram menor acuracia no dia 0 e que aumentou

gradativamente.
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Figura 51: PCA das medidas feitas com amostras de carne de frango
contaminada com S. Typhimurium, E. coli e P. fluorescens A) dia 0; B) dia 1; C)

dia 2 e D) dia 3.

A classificacdo aplicada as amostras de carne de frango revelou uma
tendéncia diferente dos tipos de carnes anteriores. E possivel observar pela
Figura 52 que de modo geral, para todos os classificadores houve um aumento
na acuracia do dia 0 para o dia 1, seguido de uma diminui¢cdo no dia 2 e um
aumento no dia 3. O MLP e Kstar apresentaram melhor desempenho,
produzindo 100% de acuracia na classificacdo das bactérias no dia 1. A taxa de

acerto para o dia 0 foi inferior a registrada para as amostras de carne suina,
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porém superior as amostras de carne bovina, ficando entre 71,43% - 80,95%. A
classificacdo das bactérias no dia 2 obteve menor acuracia que no dia 0 para
os classificadores Kstar e RF. Observando os PCAs é notavel que no dia0 a S.
Typhimurium e a P. fluorescens estdo mais préximas, enquanto no dia 2 ha
pontos da S. Typhimurium que estdo sobrepostos com o cluster da E. coli.
Logo, sdo bactérias diferentes que estdo causando a confusdo na

classificacao.
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Figura 52: Classificadores aplicados para averiguar a acuracia da distincao da
carne de frango contaminada com diferentes bactérias.

A Figura 53 mostra as matrizes de confusdo com a acurécia de cada
microrganismo usando o Kstar. As matrizes do dia 1 e 3 n&o confundem
nenhuma das bactérias (Figuras 53B e D), concordando com os PCAs (Figuras
51B e D). Como mencionado anteriormente, no dia O (Figura 53A) a amostra
com E. coli é discriminada com 100% de acuracia das demais, porém as
amostras com S. Typhimurium e P. fluorescens sé&o confundidas. No dia 2
(Figura 53C), as amostras com S. Typhimurium e E. coli sdo confundidas,
enguanto a amostra contaminada com P. fluorescens possui 100% de acurécia,

confirmando o resultado obtido com os PCAs.
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E. coli P, fluorescens |S. Typhimurium |A E. coli P, fluorescens |S. Typhimurium |B

100 0 0|E. coli 100 0 0|E. coli

0 85,72 14,28|P, fluorescens 0 100 0\|P, fluorescens

0 42,86 57,14/ S. Typhimurium 0 0 100|S. Typhimurium

E. coli P, fluorescens |S. Typhimurium |C E. coli P, fluorescens |S. Typhimurium |D

71,43 0 28,57|E. coli 100 0 0[E. coli

0 100 0|P. fluorescens 0 100 0|P, fluorescens

42,86 0 57,14|S. Typhimurium 0 0 100|S. Typhimurium

Figura 53: Matriz de confusdo das amostras de carne de frango contaminadas
com bactérias para o classificador Kstar A) dia 0; B) dia 1; C) dia 2 e D) dia 3.
Embora a tendéncia observada com a acuracia (Figura 52) das bactérias
na carne de frango nos diferentes dias de media (que é diferente das
tendéncias observadas nas acuracias das carnes bovinas e suinas) cause
estranheza, Timsorn et al.'®® observaram algo semelhante. Os autores
perceberam que, apesar do aumento das coldnias de bactérias causar um
aumento na resposta dos sensores, alguns sensores respondiam de maneira
inversa, diminuindo a intensidade da resposta com os dias de estoque para as
amostras que foram armazenadas a 30 °C, enquanto as amostras estocadas a
4 °C, a diminuicdo na intensidade da resposta ocorria apenas no dia 1 em
alguns sensores. A explicagdo proposta para este comportamento foi
associada ao aumento de compostos volateis presentes na carne devido a
degradacdo, sendo estes alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, hidrocarbonetos,
etc. Estes VOCs se comportam como agentes redutores ou oxidantes que
interferem no mecanismo de condutividade dos sensores, que sdo a base de
MOS (no caso de Timsorn). Outra observagcao dos autores foi que 0s sensores
sensiveis a alcoois ndo diminuiram a intensidade da resposta com o aumento

dos dias de estoque. Os volateis liberados pela carne foram analisados por
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CGMS com 0 e 5 dias de estocagem, revelando que além do aumento no
namero de VOCs, alguns alcoois, que nao foram detectados antes, apareceram
depois dos 5 dias de estocagem.

E evidente que ndo se pode comparar a reducdo da acuracia que se
observa no segundo dia de estocagem do presente estudo com a reducéo da
sensibilidade dos sensores de Timsorn, porém, pode-se observar o que ocorre
com a resposta média de cada sensor quando foi exposto aos volateis das
amostras durante os trés dias de estocagem. A Figura 54 apresenta a resposta
relativa média dos quatro sensores quando expostos aos volateis das amostras

de frango contaminadas com P. fluorescens durante os trés dias.
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Figura 54: Resposta relativa média dos sensores nos trés dias de medida,
guando expostos a volateis da carne de frango contaminada com P.
fluorescens.

A resposta para todos os sensores € maior no dia 2, indicando que o0s
sensores responderam diferentemente aos volateis liberados pela carne nesse
dia. Apesar de um estudo do mecanismo de conducdo dos ionogéis nao ter

sido feito, observou-se nos experimentos com solventes que moléculas polares

produziam uma maior intensidade na resposta dos sensores, como alcoois e
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cetonas, enquanto moléculas apolares produziram respostas com menor
intensidade. Com base nas observacfes experimentais e no trabalho de
Timsorn, pode-se sugerir que a liberacdo de VOCs pela carne, contendo
alcoois como grupos funcionais, pode ter ocasionado respostas semelhantes
dos sensores as amostras de carne contaminadas com diferentes bactérias,
resultando em padrdes de respostas similares e consequentemente menor
capacidade de diferenciacdo. A mesma tendéncia encontrada nas amostras

contaminadas com P. fluorescens foi encontrada para as demais bactérias.

8.5 Determinacdo do tempo de contaminacéao

Os dados extraidos a partir do nariz eletrdbnico podem revelar nao
apenas 0 que se espera neste estudo (distinguir entre trés bactérias em carne
bovina, suina e de frango), mas também podem evidenciar informac¢des que
nao se estava buscando. Apos o tratamento dos dados, percebeu-se que, além
de diferenciar as bactérias, pode-se também distinguir entre os dias que uma
determinada amostra de carne foi contaminada por um dos microrganismos
estudados. Assim, nesta sec¢do busca-se identificar o tempo de contaminacéo
de cada amostra de carne (separaram-se 0s tOpicos por bactéria trabalhada

para facilitar a compreensao).

8.5.1 Carnes contaminadas com S. Typhimurium
A Figura 55 mostra o PCA das carnes contaminadas com S.
Typhimurium entre os dias 0 e 3. A distribuicdo dos clusters nas trés categorias

de carnes analisadas é semelhante, os dias 0 e 1 estdo proximos, enquanto 0s
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dias 2 e 3 estdo em regides bem definidas. Nos trés PCAs a variancia obtida foi

acima de 99%.
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Figura 55: PCA das carnes (A) bovina, (B) de frango e (C) suina durante trés
dias de contaminagdo com S. Typhimurium.

Os mesmos classificadores empregados nos itens 8.1 — 8.3 foram
utilizados para avaliar a acuracia na determinacdo do tempo de contaminacao
das carnes. A Figura 56A revela que a S. Typhimurium inoculada em carne
bovina pbéde ser diferenciada nos trés dias com 100% de acurécia para todos
os classificadores. Mesmo os dias 0 e 1 estando proximos no PCA (Figura
55A), é possivel distinguir entre eles. A carne suina obteve 100% de acuracias
em todos os classificadores, exceto no RF, que foi 92,86%. J& a carne de
frango alcancou 100% de acerto para o LDA e Kstar, 92,86% para o RF e
78,57% para o MLP. O menor acerto para a carne de frango esta de acordo
com o PCA da Figura 55C, no qual os dias 0 e 1 estdo muito proximos,
contudo, ha classificadores que chegam a 100% de acuracia.

Selecionou-se os classificadores com menor desempenho para mostrar
os dias que podem ser confundidos na classificagdo. As matrizes de confusao

das carnes contaminadas com S. Typhimurium s&o apresentadas na Figura
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56B-D. Como nao houve erro de atribuicdo na carne bovina em nenhum dos
classificadores, todos os dias foram classificados com 100% de acuracia. A
matriz referente a carne de frango, feita a partir do MLP, mostra que os dias 0 e
1 sédo confundidos, principalmente o dia 1, que é atribuido erroneamente ao dia
0 em 57,14% dos casos. A matriz da carne suina, feita com o RF, é semelhante

a carne de frango, porém a confusdo € em menor proporcdo, em apenas

14,28% dos casos.
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Figura 56: Acuracia dos classificadores utilizados na distincdo dos dias de
contaminacdo das carnes S. Typhimurium (A) e matriz de confusdo da
evolucdo da contaminacdo das carnes (B) bovino com LDA,; (C) frango com
MLP e (D) suino com RF.
8.5.2 Carnes contaminadas com E. coli

Os PCAs para as carnes contaminadas com E. coli (Figura 57) revelam
um comportamento semelhante a contaminagédo com S. Typhimurium, porém
nas carnes bovina e suina os dias 0 e 1 estdo mais afastados (Figuras A e B),

enquanto os mesmos dias na carne de frango (Figura C) estdo semelhantes a

contaminagdo com S. Typhimurium. Os dias 2 e 3 também estdo separados
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para as trés carnes, apenas um pouco mais proximos na carne de frango. A

variancia para os 3 PCAs foi acima de 99%.
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Figura 57: PCA das carnes (A) bovina, (B) de frango e (C) suina durante trés
dias de contaminacao com E. coli.

A Figura 58A mostra o resultado da classificacdo para as carnes
contaminadas com E. coli durante os trés dias. As amostras de carne bovina
com E. coli, o resultado foi idéntico a contaminagcdo com S. Typhimurium, isto
€, 100% de acuracia para todos os classificadores. As amostras de carne suina
também obtiveram resultados semelhantes com a contaminacdo com S.
Typhimurium, com 96,43% de acerto com LDA e 100% com os demais
classificadores, seguida da carne de frango, que obteve 78,57% de acerto
novamente com o MLP e 92,86% com os demais classificadores. Isto mostra
uma tendéncia para os trés tipos de carnes contaminados com diferentes
bactérias, o nariz eletrénico apresenta maior facilidade em distinguir o nimero
de dias de contaminacdo da carne bovina com E. coli e S. Typhimurium,
seguido da carne suina, e com a carne de frango sendo a mais dificil de
diferenciar.

Assim como anteriormente, selecionaram-se o0s classificadores com

menor desempenho para analisar a matriz de confusdo das carnes
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contaminadas com E. coli (Figura 58). Para a carne bovina, independente de
qual classificador fosse selecionado, o resultado seria o mesmo: 100% de
acuracia na classificacéo de todos os dias. Para fins de comparacao utilizou-se
a matriz gerada pelo LDA (Figura 58B). Para carne de frango aplicou-se MLP
(Figura 58C), que concordou com a analise do PCA da Figura 57B, na qual os
dias 0 e 1 estdo proximos, sendo complexa a tarefa de separacado dos dois
dias. O dia 0 é atribuido erroneamente ao dia 1 em 28,57% dos dados,
enguanto o inverso ocorre com 57,14% dos dados. Os dias 2 e 3 apresentaram
100% de acerto, mesmo estando proximos no PCA, a classificacdo pbéde ser
feita com alta acuracia. Para carne suina utilizou-se o LDA (Figura 58D), que
apresentou elevada acuracia com erro na classificacdo apenas no dia 3 que foi
erroneamente atribuido em 14,28% dos casos ao dia 0. Embora tenha ocorrido
este erro de atribuicho com o LDA, os demais classificadores atribuiram

corretamente todas as classes estudadas.
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Figura 58: Acuracia dos classificadores utilizados na distincdo dos dias de
contaminacgao das carnes com E. coli (A) e matriz de confusao da evolugéo da
contaminagao com E. coli nas carnes (B) bovino com LDA,; (C) frango com MLP
e (D) suino com LDA.
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8.5.3 Carnes contaminadas com P. fluorescens

Os PCAs das carnes contaminadas com P. fluorescens mantiveram o
comportamento observado nas secc¢fes anteriores (Figura 59), com os dias 0 e
1 préximos em todas as carnes e os dias 2 e 3 bem definidos. O cluster
associado ao dia 2 para a carne de frango e suina apresenta maior dispersao
gue os observados nos PCAs das contaminagdes com S. Typhimurium e E. coli
(Figuras 59B e C), porém esta separado dos demais clusters pela componente

principal 1, ndo havendo sobreposicao. A variancia para os trés PCAs foi acima

de 99%.
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Figura 59: PCA das carnes (A) bovina, (B) de frango e (C) suina durante trés
dias de contaminacdo com P. fluorescens.

As amostras contaminadas com P. fluorescens apresentaram maior
dispersdo nos dados e, consequentemente, a tarefa de classificagdo do tempo
de contaminacdo € mais dificil. Os valores das acuracias para cada
classificador estdo na Figura 60. A carne bovina, que havia apresentado
acuracia de 100% em todos os classificadores na determinacdo do tempo de
contaminagdo com a S. Typhimurium e E. coli, levou a resultados inferiores

com a P. fluorescens. Com o RF apresentou 96,43% de acuracia, 89,28% para
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o LDA e Kstar e 71,43% para o MLP. Para a carne suina a classificacao foi
ainda mais dificil 85,71%, 75%, 71,43% e 64,28% para o LDA, Kstar, RF e
MLP, respectivamente. A carne de frango obteve acuracia de 89,28% para o
Kstar e RF, 75% para o LDA e 60,71% para o MLP. A taxa de acerto do nariz
eletrbnico na classificacdo dos dias de contaminacéo foi menor para todas as
carnes, revelando também maior dificuldade em distinguir entre os dias de
contaminagdo para carne suina do que para carne de frango, exceto para o
MLP. Estes resultados com a P. fluorescens sédo diferentes da tendéncia
observada com as carnes contaminadas com S. Typhimurium e E. coli, em que
a carne bovina apresentava 100% acuracia, seguida da carne suina e de
frango. A Figura 60B-D apresenta as matrizes de confusédo para todos os tipos
de carne com o classificador que apresentou menor acuracia, MLP. A matriz de
confusdo da contaminacdo feita nas amostras de carne bovina (Figura 60B)
mostra que assim como no PCA (Figura 59A), os dias 0 e 1 foram confundidos
com o dia 1 sendo majoritariamente atribuidos ao dia 0, enquanto os dias 2 e 3
foram classificados com 100% de acuracia. A confusdo entre os dias 0 e 1
ocorreu nas demais carnes. A carne de frango alcancou 85,72% de acuracia no
dia 2 (18,28% confundido com dia 3) e 100% no dia 3 (Figura 60C), ja a carne

suina levou a 100% na classificacdo dos dias 2 e 3 (Figura 60D).
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Figura 60: Acuracia dos classificadores utilizados na distincdo dos dias de
contaminacdo das carnes com P. fluorescens (A) e matriz de confusdo da
evolucdo da contaminacdo das carnes com MLP (B) bovino; (C) suino e (D)
frango.

8.6 Concluséo

Um nariz eletrénico composto pelos sensores do conjunto A foi aplicado
na distincdo de trés bactérias (S. Typhimurium, E. coli e P. fluorescens) que
foram inoculadas em trés tipos de carnes (bovina, suina e frango) e
monitoradas por um periodo de trés dias. Para todas as carnes, a capacidade
do nariz eletrdnico de diferenciar as bactérias aumentou com o tempo de
incubacéo, com excecao da carne de frango para a qual houve uma reducao
na acuracia do dia 1 para o dia 2. Quatro classificadores foram utilizados,
mostrando resultados consistentes independente do classificador.

Os dados obtidos com as medidas também foram utilizados para
determinar quantos dias uma determinada amostra de carne estava
contaminada com as bactérias. Observou-se que em todas as carnes, 0S
primeiros dias eram mais dificeis de distinguir, sendo determinado o tempo de

contaminagdo a partir do segundo dia com mais facilidade. Os mesmos
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classificadores foram aplicados, revelando que contaminagdo com S.
Typhimurium ou E. coli podem ser acompanhadas com elevada acuracia pelo
nariz eletronico. No entanto, a contaminacdo por P. fluorescens apresentou
maior dificuldade na identificacdo dos dias 0 e 1 em todas as carnes, obtendo
elevada acuracia apenas nos dias 2 e 3.

Os sensores utilizados demonstraram serem robustos nas aplicacdes
propostas, podendo ser aplicados tanto para determinacdo de diferentes
bactérias em carne bovina, suina e frango, como na identificacdo do tempo de
contaminacdo das bactérias S. Typhimurium, E. coli e P. fluorescens nas

carnes, sendo um método simples e barato de analise.
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Capitulo 9: Conclusoes
gerais
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Compositos a base de ionogéis foram preparados, utilizando um dnico
LI, gerando sensores hidrofilicos e hidrofébicos. Os sensores foram divididos
em dois conjuntos: A — sensores a base de compdsitos dopados com diferentes
concentracfes de magnetita e B — sensores a base de compdsitos dopados
com particulas de magnetita nuas e funcionalizadas com AO, AL e AA. Estes
sensores foram empregados como camada sensivel em um nariz eletrénico,
estudando primeiramente a capacidade de separacdo (classificacdo) de
compostos volateis simples.

A prova de conceito revelou que utilizando um material em que apenas a
concentracdo de um dos componentes € modificada (conjunto A) e/ou
mantendo a mesma propor¢cdo dos componentes, porém funcionalizando a
superficie (conjunto B), € possivel obter sensores que respondem
diferentemente a volateis. O conjunto A foi capaz de distinguir 8 compostos,
enquanto o conjunto B diferenciou 12 compostos. A analise de TGA mostrou
gue a estabilidade térmica do LI diminuiu com o0 aumento da concentracdo das
particulas de FeszOs4 e quando se utilizou funcionalizagdes nas particulas,
mesmo mantendo as mesmas concentracbes. A analise multivariada,
empregando diversos classificadores, resultou em elevada acuracia de ambos
0S conjuntos de sensores, provando gue o0s sensores podem ser utilizados
como camada sensivel em nariz eletrénico.

Na busca por aplicages préaticas dos sensores desenvolvidos, a analise
de mel puro e adulterado foi realizada, utilizando os conjuntos A e B. O gréfico
do PCA revelou a separagao das amostras de mel adulteradas do mel puro
para o conjunto A, sendo confirmado este resultado pela acuracia, obtida com

os classificadores, acima de 97%. O Conjunto B, apesar de apresentar
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sobreposicdo das duas classes no PCA, obteve resultados razoaveis de
acuracia, chegando a 78,57%, apresentando desempenho inferior ao conjunto
A.

Ainda, os sensores foram aplicados no diagnostico da parvovirose
canina a partir de amostras de fezes de cédes. Semelhantemente ao que foi
observado na aplicacdo anterior, o conjunto A apresentou melhor desempenho
do que o conjunto B. A partir da analise do PCA, foi notéria a separacao entre
amostras controle positivo e amostras controle negativo no conjunto A,
enguanto houve sobreposicdo no PCA do conjunto B. A utilizacdo de diferentes
classificadores revelou que o conjunto A € capaz de distinguir entre as
amostras independentemente do classificador utilizado, obtendo acuracias
entre 99% — 100%. Ja& o conjunto B apresentou uma grande variagdo nos
valores de acuracia que dependeram do classificador empregado, mesmo
assim, aplicando o IBK foi possivel obter 95% de acuracia. Considerando o
namero de amostras utilizadas, o conjunto A mostrou-se mais robusto para o
diagnéstico da parvovirose que o conjunto B, que apresentou resultados
comparaveis ao conjunto A em apenas um classificador.

Foi também explorada a capacidade do nariz eletrénico na diferenciacdo
de S. Typhimurium em detrimento de outras bactérias em meios de culturas
seletivos para S. Typhimurium e nédo seletivo. A partir desta aplicacdo, apenas
0 conjunto A foi utilizado devido ao melhor desempenho apresentado nas
aplicacdes anteriores e maior facilidade de preparo. Inicialmente, trabalhou-se
com cinco tipos de bactérias (S. Typhimurium, E. coli, P. fluorescens, P.
aeruginosa, S. aureus) cultivadas em TSA. O estudo mostrou baixa acuracia na

diferenciacdo das cinco bactérias estudadas, porém foi possivel separar a S.
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Typhimurium das demais. Focando nos meios de cultura seletivos para S.
Typhimurium, as bactérias que séo interferentes sao E. coli e P. fluorescens.
Assim, utilizando os meios BSA, XLD e BGA, as trés bactérias foram
distinguidas, aplicando o nariz eletrénico nos trés meios de cultura. A analise
multivariada mostrou elevada acuracia na diferenciacdo das bactérias
independente do meio.

Sabendo da capacidade do nariz eletrbnico em diferenciar S.
Typhimurium, E. coli e P. fluorescens em diferentes meios de cultura, a andlise
de carnes contaminadas com estas bactérias foi conduzida. Durante trés dias
as carnes foram avaliadas pelo nariz eletrénico, mostrando que para todas as
carnes a acuracia na diferenciacdo das bactérias aumentava com o tempo de
contaminagdo, exceto para carne de frango em que ocorreu um retrocesso na
acuracia no dia 2. Além da diferenciacdo das bactérias nas carnes, estudou-se
também o0 tempo em que uma determinada amostra de carne estava
contaminada. Assim, observou-se que foi possivel determinar a contaminacéo
das carnes bovina e suina com S. Typhimurium e E. coli no primeiro dia,
enquanto para a carne de frango, isto ocorreu apenas no dia 2. A
contaminacdo com P. fluorescens foi dificil de identificar no primeiro dia em
todos os tipos de carne, ocorrendo a identificacdo com maior acuracia apenas
no dia 2.

Finalmente, apresentam-se neste trabalho dois conjuntos de sensores
que foram utilizados como camada sensivel em um nariz eletrbnico para
diversas aplicacOes. Apesar da prova de conceito mostrar o conjunto B
distinguindo um maior nimero de volateis, as maiores acuracias foram obtidas

com o conjunto A nas aplicacdes propostas. Os sensores desenvolvidos foram
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compostos dos mesmos componentes com variagdes sutis, mostrando que
ionogéis podem ser eficientes alternativas em sensores de gas e narizes

eletrbnicos em situacdes reais com baixo custo e facil operacéao.
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