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Resumo do projeto

Dispositivos fotométricos desenvolvidos por médio da impressao 3D,
permitem analises quimicas rapidas, sensiveis e precisas, com uma ampla
aplicabilidade em diversas amostras, a partir do fundamento da lei de Lambert-Beer.
Estes dispositivos podem ser criados usando a manufatura aditiva, utilizando
modelos virtuais e projetados nas necessidades individuais. Amostras de leite,
frequentemente podem apresentar contaminacéo por com peroxido de hidrogénio,
antioxidantes, amido e ureia entre outros. A ureia € especialmente utilizada para
aumentar a quantidade de proteina, que diminui com a adicdo de &gua, para
aumentar o rendimento, a presenca no organismo humano pode ser toxica e afetar
orgados como o ceérebro, coracdo, musculos e pulmbes. Este projeto teve como
objetivo a determinacao colorimétrica da ureia, em amostras de diferentes tipos de
(leite integral, desnatada, semidesnatada e zero-lactose), utilizando o reagente
cromogénico p-dimetilamino cinamaldeido (p-DAC), que junto com a ureia gera um
complexo de coloracdo amarelada/alaranjada, a partir de um fotdbmetro impresso
por manufatura aditiva, contendo componentes eletronicos simples e baratos. A
variavel resposta serd o valor da absorbancia obtida a partir da resposta pela

variavel tenséo (voltagem).

Palavras chaves: fotbmetro, LEDs, Componentes eletrénicos, p-DAC



Resumo das atividades cientificas desenvolvidas durante os 12 meses

de pés-doutorado

Durante o periodo de 12 meses de bolsa de pds-doutorado Capes-Print,
publiquei 4 artigos, um como autor principal e os outros 3 em colaboracéo, todos
em fator de impacto entre 4,9 até 8,3, além de 1 artigo submetido em fator de
impacto 8,5. Também neste periodo participei de 2 workshops, 1 em impresséo 3D
e outro sustentabilidade, 1 curso de curta duragéo, 1 curso ministrado em workshop,
2 participacdes em congressos internacionais. Coorientei 1 estudante de Iniciacdo
cientifica (IC) com bolsa FAPESP, além de auxiliar na revisdo e correcdo de
relatérios, dissertacbes de diferentes alunos do grupo. O projeto foi desenvolvido
em trés passos principais. O primeiro foi a montagem e elaborac¢ao do fotometro 3D
impresso, montagem do circuito eletrénico e desenho - impressédo. A segunda parte
foi a avaliacdo das condicbes do preparo de amostra de leite (pH, salting-out,
solvente), e o terceiro consistiu na determinagdo de ureia em amostras de leite
utilizando o fotébmetro 3D impresso e a compara¢do com método espectrofotbmetro
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), na determinacdo de curvas
analiticas, determinacéo dos analises de reprodutibilidade, confiabilidade, analises

de intra-ensaio (intra-dia), inter ensaios (inter dias) e exatidao.



1. INTRODUCAO

Durante o processo industrial de producdo do leite, podem acontecer
contaminacdes das mais variadas origens (proteinas, agua, gordura, e outras
substancias), as quais podem causar prejuizos a saude dos consumidores finais.
Tanto de forma direta, instantaneamente, quanto a partir da reacdo entre
componentes presentes no produto, assim, fora do ambiente industrial, ou no
cotidiano. De acordo com (Silva, F.; Vasconcelos, J.S.; Vasconcelos, 2017), entre
0s principais contaminantes do leite encontra-se a ureia, que pode ser usada como
aditivo de leite cru, com o objetivo de recompor a porcentagem padrao de proteina
necessaria para o consumo, parametro fortemente alterado quando a fraude com

diluicdo com agua é realizada (Dules, 2019).

A ureia € um composto organico cristalino de formula molecular (NH2)2CO,
solivel em &gua, de coloracdo branca a incolora, ndo inflamavel, com odor
caracteristico e potencialmente prejudicial a saude humana, caso contato com
quantidades elevadas (Ruy, 2011; Toledo et al., 2017). A determinacdo de ureia
pode ser feita por titulometria, cromatografia e espectrofotometria, sendo que as
duas ultimas técnicas necessitam de equipamentos especificos e robustos, assim

como analistas treinados, elevando o custo por analise.

1.1. Reacdo colorimétrica para determinacéo da ureia

A ureia pode ser determinada com facilidade, a partir de reacdes de
derivatizacdo com agentes cromogénicos, entre 0s principais encontram-se 0 p-
dimetilamino benzaldeido (p-DMAB) e o p-dimetilaminocinamaldeido (p-DAC)
(Toledo et al., 2017). Na reacao da ureia com o p-DAC o grupo carbonila presente
na estrutura € condensado junto ao grupo amino protonado da ureia, formando um
sal iminio (Gigante, 2011). As aminas possuem um par de elétrons livres, advindo
do atomo de nitrogénio de sua cadeia, dessa maneira, sdo agentes redutores e
teoricamente interagem fortemente com espécies receptoras de elétrons, como o p-

DAC. A Figura 1 apresenta o0 mecanismo sugerido para a reacédo deste reagente
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com uma ou duas moléculas de ureia, produzindo um complexo de coloragédo

amarela/alaranjada, que apresenta uma absorbancia maxima em 530 nm.

Figura 1. Mecanismo de reacao da ureia e p-DAC.
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Fonte: Adaptado Gigante, (2011).

O uso do p-DAC foi reportado em estudos de determinagdo qualitativa
(sim/n&o) espectrofotométrica de sulfonamidas em urina e leite bovino (Ruy, 2011),
0s autores relataram alta eficiéncia, rapidez e baixo consumo de reagentes, além
de indices de recuperacéo altos (57 e 68 %), o método apresentou 6tima linearidade

entre 0,2 — 4,0 mg L1, com coeficientes de determinacéo (R? > 0,998).

Luiz et al., (2019), utilizaram a interagcdo entre o p-DAC e a bumetanida
(grupo sulfamoil) em meio acido, na deteccdo de doping em esportes, a partir da
analise de urina humana. Esta reacéo foi determinada utilizando um papel de filtro
e determinado a partir de imagens digitais (RGB). A curva analitica apresentou
linearidade entre 2,5 e 49,8 mg L1, com R? de 0,993 e recuperacéo entre 94 — 105%,
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0 método mostrou vantagens de portabilidade, alta sensibilidade e repetibilidade,

problemas de efeito matriz nem interferentes foram reportados.

1.2. Impresséo de dispositivos por manufatura aditiva

O baixo custo, assim como a liberdade na projecdo de protoétipos torna a
obtencdo de dispositivos mais eficientes (Nesterenko, 2020). Isso porque ha a
possibilidade de rapidos ajustes para adequacdo e modificagbes, segundo as
necessidades que podem surgir ao longo do projeto, permitindo que a impressao
3D seja cada vez mais abrangente nas pesquisas da area de Quimica analitica,
sendo publicados e descritos inUmeros estudos que fazem seu uso (Agrawaal,
Thompson, 2021; Nesterenko, 2020; Wang; Pumera, 2021).

Os dispositivos manufaturados por deposicao sao construidos a partir da
conversédo da imagem virtual do objeto projetado, em um software do tipo computer-
aided design (CAD), em um sinal compativel com o utilizado pela impressora. A
técnica mais comumente usada para a obtencédo do objeto fisico € a modelagem
por fusdo e deposito (FDM), também conhecida de fabricagdo com filamento fundido
(FFF). Ela faz uso de fios de materiais termoplasticos, ou polimeros, a partir da

fusdo desses materiais no bico extrusor.

Baumgartner; Freitag; Lendl, (2020), apresentaram um dispositivo de
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, compativel com
espectrometro. O maddulo foi impresso utilizando uma impressora FDM com
filamento de PLA. O custo do dispositivo foi entre 360 e 600 €, mesmo sendo um
pouco mas custoso, ainda assim representa um valor aproximadamente 50 vezes
inferior ao de uma unidade comercial. O sistema mostrou alto potencial para
aplicacdes que exigem alto rendimento de amostras ou manipulacdo de amostras
complexas e com potencial risco biolégico, como no caso de Escherichia coli e
albumina sérica bovina. Os resultados mostraram baixos niveis de ruido, com curva
analitica entre 2,0 — 10,0 mg L, com R2 de 0,999.

Nandeshwar; Mandal; Tallur, (2023), desenvolveram um sensor para a
quantificacdo de ureia em amostras de leite com reagente colorimétrico p-DMAB. A
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intensidade da cor é proporcional a quantidade de cromdégeno produzido. O sistema
de deteccédo optica € de baixo custo, montado com componentes eletrbnicos como
LED azul, fotodiodo, amplificador de sinal elétrico, médulo de Bluetooth e
microcontrolador Raspberry Pi RP2020. Os dados séo transmitidos sem fio para um
smartphone. O sensor demonstrou linearidade, com R? de 0,720, concentragdes

entre 0,1 - 0,7 mg mL™, o valor do dispositivo ndo foi reportado pelos autores.

2.  MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

O dispositivo fotométrico 3D-impresso foi constituido por componentes
eletrbnicos, especificamente selecionados para atingir os melhores resultados para

de sinal analitica.
2.1.1. Componentes eletrdnicos

Os componentes eletrbnicos que constituem o dispositivo sdo simples e
relativamente econdmicos como microcontrolador ESP32, LED verde de alto brilho
3 mm (520 + 30 nm), amplificador de sinal operacional OPA381, chave de ganho,
potenciébmetro de 10 kQ, fotodiodo (BPW34), cubeta de plastico e cabo USB.

2.1.2. Fotdbmetro 3D impresso

As pecas plasticas usadas foram impressas usando a impressora 3D GTMax
3D Core A3V2, tendo o Tritan (copoliéster) como material de filamento, e a
impressao foi feita a 270 °C de temperatura de extrusdo, 110 °C temperatura de

mesa e velocidade de impressédo de deposicéo do filamento foi de 70 mm s,
2.2. Preparo de amostras de leite
2.2.1. Otimizacgéo do preparo de amostras e condicdes de reacéo

No preparo das amostras, foram testados diferentes tipos de leite UHT
(Integral 3,0%, semidesnatado 1,0%, desnatado 0,5% e zero lactose 1,0% de

gordura). Primeiramente, foi necessaria a precipitacdo das proteinas (caseina)
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presentes na matriz do leite. Para isso, foram testados solventes (acetonitrila,
metanol, etanol), misturas de solventes, sais inorganicos (CaClz, MgClz2, NaCl),
diferentes concentracdes de sais e variacao de pH (HCI, H2S04), além de volume e
concentracdo do p-DAC, com o intuito de obter um sobrenadante limpido e claro e
uma reacdo nas melhores condicbes de intensidade, reprodutibilidade e

estabilidade.

2.3. Determinacdo de ureia utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com detector de arranjo linear de diodos (DAD)

Foi desenvolvido um método de quantificacdo de ureia utilizando HPLC-DAD
(Shimadzu LC-10AT). O método usou um gradiente linear de 10 a 70 % em 7 min
de acetonitrila (ACN) e acido férmico 0,1% (V/V), volume de injegéo de 20 uL e
vazao de 1,0 mL mint, comprimento de onda A: 530 nm, Temperatura de forno 30

°C, coluna Zorbax Eclipse Plus C18, 4.6 x 100 mm, 5 um, com coluna de guarda.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Fotdbmetro 3D- impresso

O fotbmetro-3D possui dimensbes 9,5 cm x 13 cm, 0s componentes
eletrbnicos encontram-se dentro de uma caixa impressa utilizando filamento ABS
(Acrilonitrilo-butadieno-estireno) de cor preto (Figura 2). Além disso, foi
desenvolvido um sketch (web service) em linguagem C**, que faz a conversao do

sinal analégico para digital, obtendo a resposta do sinal analitico em mV (milivolts).

Figura 2. Fotografia do fotbmetro 3D impresso, (a) vista superior (b) vista superior interna e (c)
dispositivo em funcionamento.

(a [ Am
fé B
)

Fonte: Autoria prépria (2024).
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A Tabela 1 mostra o preco total estimado do dispositivo, tendo em conta que
a compra do filamento foi o mais caro, porém o filamento inteiro ndo foi gasto na
sua totalidade o que permitiu a impresséo de varias pecas, sendo o custo total do

dispositivo impresso atualizado de R$ 100,0.

Tabela 1. Preco total estimado do dispositivo fotométrico

Componentes eletrénicos Preco*(R$)

LED UV verde alto brilho 5 mm 2,00
Microcontrolador ESP32 55,90
Resistores (Kit) 10 unid. 12,90
Potencidmetro de 10 kQ 3,10
Fonte chaveada 12V 7,55
Interruptor push 6,56
Fotodiodo BPW34 8,64
Cubeta plastica (PS) 1,30
Amplificador operacional OPA381 2,10

PRECO TOTAL ESTIMADO 100,05

Fonte: Autoria propria (2025).
*Pregos estimados em Usinando, MakerHero e Amazon.br (20/01/2025).

3.2. Preparo de amostras de Leite

O matriz do leite apresenta uma coloragao branca, certa turbidez, que podem
afeitar na leitura da absorbancia, por isto é importante como primeira medida a
precipitacdo das proteinas (caseinas) do leite. Sabe-se da literatura que o pH,

salting-out, solventes podem auxiliar na precipitacéo.
3.2.1. pH com precipitagdo usando 10% HCI-EtOH

Utilizando uma concentracdo consideravel de ureia adicionado diretamente
no leite foram testados diferentes pH ( 3,75, 4,0, 5,0 e 6,0) usando 10% (V/V) HCI-
EtOH e ajustado com NaOH (0,01 mol L) ap6s precipitacédo, centrifugacéo e
filtracdo. Os resultados mostraram como o pH afeta a reagéo, sendo que o pH ideal
esta entre 3,75 - 4,0 (100 -150 pL 10% HCI-EtOH) para cada 10 mL do leite, em pH

maiores do que isso, o sinal analitico comeca a diminuir até que € afetado
completamente no pH 6,0.
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Solventes como acetonitrila (ACN), etanol (EtOH) foram testados para a
precipitagdo, assim como a adicdo de H2SOs, estes testes ndo foram obtidos
resultados satisfatérios, jA que ou ndo houve precipitacdo das proteinas, assim
como quando adicionado o reagente dissolvido no mesmo solvente utilizado houve
intensa precipitacéo, deixando o soro de leite, antes limpido, turvo. Provavelmente

relacionado com a precipitacdo de sulfatos.
3.2.2. Efeito salting-out

A adicdo de diferentes sais para a precipitacdo de proteinas do leite esta
relacionado com o aumento da forga idnica da solucéo, diminuido a solubilidade das
proteinas, onde os ions carregados dos sais competem pela 4gua de hidratacdo
das proteinas removendo-a. As proteinas desnaturam e se associam a outras, em
vez de permanecerem na solucao. Foi testado a adigcéo direita de sais MgCl2.6H20,
NaCl e CaCl2.2H20, em diferentes proporcdes (10, 20 e 30% m/V). Apds a adicédo
de leite e agitacéo, foi adicionado HCI (6,0 mol L1), seguido de centrifugacéo (4000
rpm/15 min) e filtracao.

Foram comparados os aspectos visuais, volume de sobrenadante resultante
e absorbancia. O sal MgCl2.6H20 n&o apresentou boa precipitagdo em nenhuma
das concentracfes testadas, bem como a concentracdo 10% (m/V) em todos o0s
casos, uma vez que a solugdo resultante ndo apresentava a separagdo das duas
fases e apresentava alta turbidez. O NaCl resultou em uma solu¢éo limpida e bom
sinal analitico, com adicdo de 20 e 30% (m/V), porém esta Ultima apresentou restos
de cristais na solucéo, apos a centrifugacéo (sobressaturacdo). Para o CaCl2.2H20
foi observado que 20% (m/V) apresentava média turbidez e com 30% a solucéo se
mostrava limpida e com bom sinal analitico. A separacéo das fases foi melhor obtida
nas solugcdes com adicdo 30% de salting-out (m/V de leite) e com CaCl2.2H20, ja
que resultaram em solu¢cdes mais limpidas e maior volume de sobrenadante

alcancado.
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3.2.3. Concentracao e Volume e do reagente cromogénico p-DAC

A concentragdo e o volume e a do reagente sdo necessarios ja que podem
afetar na turbidez, e portanto no sinal analitico. Foram avaliados concentracfes de
1,6, 3,0 e 5,0% de concentracédo de p-DAC, todos dissolvidos em solucdo de 0,5
mol L't HCI/ EtOH, assim como o volume entre 70, 100, 500 pL.

Utilizando 1,6% p-DAC, era necessério a adi¢cdo de mais de 300 L para obter
um bom sinal, porem mesmo nessa concentracdo e volume o sinal obtido foi
relativamente baixo. Quando utilizadas concentracdes de 5,0% p-DAC mesmo
volumes pequenos 70 pL a solugdo mostra precipitacdo, aumentando a turbidez e
mudando o valor do sinal, tendo dificuldade na medida. Portanto a melhor
concentracdo foi de 3,0% p-DAC com volume de 70 pL, que consegue bom sinal
analitico, sem precipitar nem o reagente nem a proteina restante apos
centrifugagao.

Tendo em conta todas as variaveis otimizadas para obter as melhores
condicbes do preparo de amostra a Figura 3 mostra os passos realizados no

procedimento utilizado para a determinacao de ureia no leite.

Figura 3. Procedimento padrdo de preparo de amostra do leite para a determinacdo de ureia

®
Pesar: Pesar: .
12 g CaCl, 0,8 g Ureia ' \ f 9 min / 9000 rpm
\ f X =
s y

1 [ Adicionar: . . =
— Agitar: Adicionar: h@_
40 mL Leite;pega 2 min 400uL HCI (6M) -

Filtrar:

i Qualitativo 80 g m2

Absorbancia —-— Esperar: = Adicionar: = 10 mL
: R — — -— A
A= 530 nm -‘\ 30 min 70 pL (3% p-DAC) Soro de leite

Fonte: Autoria prépria (2024).
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3.3. Perda de ureia por hidrolise

Para verificar se o preparo de amostra utilizado era adequado e se a ureia
esta sendo precipitada junto as proteinas do leite, o0 método desenvolvido (Figura
3) foi comparado com a adi¢céo da ureia a partir de uma solucdo aquosa de ureia 50
% (m/V), e sua adicao realizada apés a precipitacdo com sal em meio acido. Foram
testadas duas concentracfes de ureia, 0,8% e 3,0 % (m/V). Foi observado que a
adicao conjunta (sal +ureia), CaCl..H20 + Ureias), foi a que alcan¢ou maior valor de
absorbancia (0,475) na concentracdo mais alta de ureia. Enquanto a adicdo da
solucdo de analito apds precipitacdo, apresentou uma perda de 21,0 % do sinal
analitico (0,374).

Para a concentracdo de 0,8% (m/V), o sinal apresentou menor diferenca,
sendo CaClz.H20 + Ureia (0,113) e CaCl..H20 + Ureiaeg (0,096). Neste caso,
houve uma perda de 15 % (Figura 4). Um possivel fator para a diferenca de sinais
obtidos é a perda de ureia por hidrélise. Dessa forma, o procedimento de preparo
de amostra proposto € o que resulta em maiores valores de sinal analitico, assim
como menor erro. Portanto, foi escolhido como procedimento padréo de preparo de

amostra.

Figura 4. Avaliagcdo de diferentes métodos de adigdo da ureia.

I 0,8% Ureia
0.5+ B 3.0% Ureia

Absorbancia
o o
w N
1 1

o
N
1

o
[N
1

o
o
|

Sal + Ureias Sal + Ureiaaq

Fonte: Autoria prépria (2024).
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3.4. Curvas analiticas de ureia em leite integral e leite desnatado no
espectrofotdmetro e no fotbmetro-3D

Foram realizadas as curvas analiticas para a determinacdo de ureia
utilizando o espectrofotdbmetro e o fotbmetro-3D, em amostras de leite integral (3,0
% gordura) e leite desnatado (0,5 % gordura), com faixa de trabalho entre 0,3 e 4,0
% (m/V) de ureia.

Tanto a curva analitica do espectrofotbmetro, quanto a do fotémetro
mostraram linearidade em concordancia com a diretiva de validacdo da ANVISA,
(2017) e do INMETRO, (2020), com valores acima de R? 0,993 (Tabela 2). A faixa
de linearidade mudou ligeiramente para o fotdmetro-3D, sendo de 0,4 % até 4,0 %
(m/V) de ureia. Quando comparadas as inclinacdes das curvas, foi possivel
observar que o espectrofotdbmetro apresenta uma sensibilidade maior do que o
fotbmetro-3D. Vale ressaltar que o dispositivo 3D apresentou boa linearidade, com
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, além
de resultados precisos, obtendo variacéo inferior a 0,04 %, mesmo sendo uma

matriz complexa permitiu identificar e quantificar o analito (Figura 5).

Foram testados leites zero lactose, desnatado e semidesnatado, sendo que
a absorbancia apresentou variacdo frente ao leite integral. Dessa forma, a
guantificacdo da ureia nos demais tipos de leite implicou na construcdo de uma
curva analitica adicional, que foi realizada com leite desnatado que permite associar

o leite semidesnatado, zero lactose e desnatado.

Figura 5. Curvas analiticas para a determinacéo de ureia em amostras de leite, a partir do:
(a) Espectrofotémetro e (b) Fotdmetro-3D.

1.2 0.8
B Integral UHT (3%) ® (a) O Integral UHT (3%)
@® Desnatada UHT (1%) 0.74 © Desnatado UHT (1%)

1.0
0.6 Vo= 0,172x +0,0587 O

Yase= 0.272% + 0,051 o

0.8 1 R?= 0,981

0.54

0.6 0.4+
Y= 0,149 + 0,0398

R?= 0,977

Absorbancia
Absorbancia

0.3 1
041 Yswy= 0,181x + 0,0005

R?= 0,998 0.2+
0.2 1
0.1+
o

0.0 T T T T T T T T 0.0 T T T T T T T T
00 05 10 15 20 25 3.0 35 40 45 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracao ureia / % Concentracgao ureia / %

Fonte: Autoria prépria (2024).
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3.5. Testes de recuperacgao e precisao inter e intra-dia

Os testes de recuperacao foram avaliados em duas concentragdes: 1,7 % e 2,8 %
(m/V) de ureia, realizados em triplicata. Os resultados foram determinados em

porcentagem a partir da Eq.1.

Concentragio obtida (Rec.Experimental)

x 100 %

Recuperagio (Rec) = (Ea. 1)

Concentragio inicial

A recuperacao apresentou valores entre 89% e 115%, com CV% (desvio
padrao relativo) entre 3,5 e 16 %. Valores de recuperacdo entre 80% e 120% sao
geralmente considerados aceitaveis para testes de recuperacéo (Oliveira, 2006). Os
resultados indicam que o método é adequado para determinacéo de ureia.

A determinacao da preciséo intra e inter dia, foi realizada com a concentracao
de 3,0% (m/V) de ureia. Os resultados mostraram valores de precisao intra-dia de
3,4 a 9,1%, demonstrando precisao aceitavel conforme os guias de validacdo. A
precisédo inter-dia foi comparada em trés dias diferentes, como recomenda a
ANVISA, (2017), variando entre 1,5 e 9,1%. Os valores mais baixos apresentados
em sua maioria pelo fotbmetro impresso indicam a repetibilidade do método
proposto. Enquanto que os valores um mais elevados, porém ainda abaixo de 10%,
podem ser relacionados a variagdes das condicOes de experimento e ambientais.
Os dados foram resumidos na Tabela 2. A mesma mostra as principais figuras de
mérito obtidas no método desenvolvido para a determinacdo de ureia em amostras

de leite integral e desnatado.

Tabela 2. Figuras de mérito do espectrofotdmetro de referéncia e do dispositivo 3D-impresso para
a determinacéo da ureia em leite.

ESPECTROFOTOMETRO FOTOMETRO-3D
PARAMETROS INTEGRAL DESNATADO INTEGRAL DESNATADO
unaanaiica | V-t Loel | V=gRR e [y Sg e [y g
R2 0,997 0,993 0,997 0,996
LOQ/ % ureia 0,3 0,4 04 0,4
REC REC 74, 108 + 10,0 100,8 + 3,51 106 + 8,20 104 £ 16,6
média do
spike + CV% | REC;gy 89,1+ 6,90 108,9 + 6,21 104 +10,3 115+ 15,7
Precisao Intra-dia / CV% 3,98 7,11 3,79 3,39
Precisao Inter-dia/ CV% 7,69 7,24 1,47 9,10

Fonte: Autoria prépria (2024).
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O fotdbmetro-3D apresentou um limite de quantificacdo de 0,4% (m/V) ureia,
sendo a concentracdo minima que pode ser quantificada em um nivel confiavel.
Valor muito préximo ao obtido no espectrofotdmetro, 0,3% (m/V). Este resultado era
esperado, ja que o dispositivo proposto ndo apresenta componentes eletrénicos e
opticos refinados como um aparato mais robusto, impactando na sensibilidade do

método.

3.6. Determinacdo de ureia utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo linear de diodos (HPLC- DAD)

O sobrenadante obtido a partir do preparo da amostra da Figura 3 foi diluido
2 vezes em agua Milli-Q, em seguida, foi realizada a derivatizacdo com p-DAC (3,0
%), seguida de filtracdo com filtro PDVF >0,45 um para eliminar qualquer
precipitagdo que poderia danicar a coluna. A Figura 6 mostra os cromatogramas
obtidos no leite integral nas concentragdes 0,4 a 4,0% (m/V) de ureia. O tempo de
retencdo do analito derivatizado foi determinado para 3,78 + 0,02 min, no
comprimento de onda de 530 nm. O branco (soro de leite e p-DAC sem ureia) ndo
apresenta sinal neste tempo de retencéo, indicando que a reac¢do acontece sé na
presenca de ureia, ndo havendo deteccdo de ureia nas amostras de leite.

Figura 6. Cromatogramas da curva analitica de ureia em leite integral.

— 0,4% 0,8% 1,5% 2,0% 3,0% —— 4,0% —— Branco

Intensidade / u.a.

Tempo retencéo / min

1 Reacdo derivatizada com p-DAC e * Outras reacdes p-DAC com ureia.
Fonte: Autoria prépria (2024).

Foi realizada a curva analitica no HPLC nas condic¢des estabelecidas no item
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2.3. diretamente na matriz do leite diluido em agua 2 vezes, sendo avaliada nas
mesmas concentracdes de ureia de 0,2 até 2,0%. A Figura 7 mostra os resultados
da uma curva analitica, apresentou boa linearidade em concordancia com as diretivas
de validagdo, com R? de 0,990. A Tabela 3 mostra as principais figuras de mérito
da curva analitica para a determinacdo de ureia em leite integral. O método
desenvolvido por HPLC, assim como espectrofotométrico, serdo usados como
referéncia.e precisdo tendo variacao inferior a 18,8 %. Os valores de recuperacao
ficaram entre 75 e 80 %, indicando que o método quantifica a ureia, apesar
de apenas a concentracdo de 1,7 % estar um pouco abaixo do intervalo
considerado ideal, de 80 a 120 %.

Figura 7. Curva analitica da ureia em leite integral em HPLC-DAD

14000
® Integral UHT (3%)

12000

10000 +

8000 -

6000

Area / mAu

4000 Y(avy= 6434x + 329,1

R?= 0,990

2000

O T T T T T T T
0.0 0.3 0.6 0.9 12 15 18 2.1

Concentragédo ureia / %

Fonte: Autoria propria (2024).

Tabela 3. Figuras de mérito do HPLC-DAD para a determinacao da ureia em leite integral.

Curva analitica y = 6434 [ureia] + 329,1
R2 0,990
LOQ/ % ureia 0,3
Tempo de retengdo/ min 3,78+ 0,02
Rec médiado REC 1,70 75,1+5,50
spike + CV % REC; gs 80,4+ 19,2
Precis&o Intra-dia/CV % 18,8
Preciséo Inter-dia/CV % 12,8

Fonte: Autoria propria (2024).
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3.7. Testes de determinacao de ureia utilizando diferentes tipos de leite

Diferentes tipos de leite UHT além da integral (3,0% gordura), foram testados,
zero lactose (1,0% gordura), semidesnatado (1,0% gordura) e desnatado (0,5%
gordura), todos na concentracdo de 3,0% (m/V) de ureia, foram determinados
utilizando espectrofotometro, fotdbmetro-3D e no HPLC-DAD.

Para o fotbmetro e espectrofotdbmetro, a ureia foi quantificada utilizando as
curvas analiticas em leite integral e desnatado (zero-lactose, semidesnatada e
desnatada), apresentadas na Tabela 2. Ja para o HPLC foi necessario realizar uma
nova curva analitica, especifica para o leite integral (Tabela 3).

Os diferentes valores de concentracdo media determinada e seus
respectivos desvios implicam na influéncia da matriz para a quantificacao do analito,
relacionado a alta heterogeneidade e composicdo da amostra que pode apresentar
uma ligeira variabilidade, com CV% entre 0,0018 — 0,42%, sendo necessaria a
quantificacdo individual por leite, sendo que o leite integral foi o que mais se ajustou
ao método proposto com concentracéo ureia (2,9% - 3,3%), sendo o Unico possivel
de quantificar o analito no espectrofotometro, fotbmetro e HPLC. O desnatado
somente os dois primeiros, iSso porque as equacdes apresentam inclinacdes
similares nesses tipos de leite e equipamentos. No HPLC, néo foi comprovado, mas

os resultados indicam que as inclina¢des variam ao mudar o tipo de leite.

Tabela 4. Quantificacdo de ureia em diferentes tipos de leite, a partir dos diferentes equipamentos e
curvas analiticas.

% (m/V) DE UREIA MEDIA + CV%
LEITE ESPECTROFOTOMETRO FOTOMETRO-3D HPLC-DAD
Integral 2,9+0,17 2,8+0,23 3,3+0,17
Desnatado 3,0+0,42 3,2+0,24 2,2 +0,0018
Zero lactose 2,0+£0,12 2,3+0,17 2,5 +0,096
Semidesnatado 2,0+0,29 2,1+0,31 2,7+0,13

Fonte: Autoria propria (2024).
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3.8. Andlise estatistica ANOVA, teste-t e teste-F, comparagdo entre 0s
equipamentos espectrofotdmetro, fotdmetro-3D, e HPLC-DAD
No primeiro momento, a partir dos resultados da andalise ANOVA das
regressodes lineares foi possivel confirmar que em todas as curvas analiticas
realizadas, ndo existe falta de ajuste, uma vez que os valores de F tabelado séo
maiores do que os de significacédo (Tabela 5), dessa forma, os modelos matematicos

ajustados descrevem bem a concentracédo de analito obtida em cada equipamento.

Tabela 5. Parametros de ajuste da regresséo linear das curvas analiticas (ANOVA).

ESPECTROFOTOMETO FOTOMETRO-3D HPLC DAD

PARAMETRO INTEGRAL | DESNATADO | INTEGRAL | DESNATADO | INTEGRAL

F 1521 235 250 249 558

tabelado

2,72 x 10°%7 1,05x 10° 3,47 x 1011 7,42 x 1010 7,23 x 1014

Fsignificagéo

Observacbes 18 15 18 15 18

Erro padréo 0,024 0,077 0,046 0,044 685

Fonte: Autoria prépria (2024).

Também foram comparados, aos pares, 0s resultados obtidos nos trés
diferentes equipamentos, para determinar se ha variancia entre as médias dos
sinais analiticos (espectrofotdmetro/ fotdmetro-3D, fotémetro-3D/ HPLC-DAD), a
partir dos testes-t e teste F, com 95% de confianga.

Foram comparados os valores de concentracdo de ureia (3,0 % m/V)
guantificados pelas equacfes das curvas analiticas de leite integral e desnatado
(Tabela 2, Tabela 3).

O teste de hipGtese e valores de significancia, a partir da hipotese nula
(distribuicdo entre os dois grupos nao € diferente) e a hipétese alternativa (existe
diferenca entre 0s grupos ou associagao entre as variaveis) foi utilizado. O teste-t
(95%), para a comparacao entre espectrofotometro/ fotdmetro-3D resultou em um
p-valor bicaudal de 0,821, maior do que o p-valor pré-determinado conhecido como
a =0,05.

O teste F de significancia comparando resultou em p-valor uni-caudal de
0,167, maior do que a = 0,05, entdo confirma-se que as variancias sao equivalentes.

Ja o teste-t ndo pareado para as médias dos mesmos valores, presumindo
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variancias equivalentes, resultou em um p-valor bicaudal igual a 0,858, maior do que
a = 0,05. A partir destes testes estatisticos pode-se afirmar que a hipotese nula
€ verdadeira, sendo o p-valor a probabilidade de obter um resultado igual ao que
foi observado nos dados.

A comparacado estatistica para os resultados obtidos com o fotémetro-3D/
HPLC-DAD foi realizada da mesma maneira. Vale ressaltar que para a
cromatografia, foi obtida uma curva analitica de leite integral. Portanto, as amostras
de leite desnatado foram quantificadas a partir desta. O teste-t para os pares das
médias das trés concentragbes, com mesmo nivel de confianca (95%), resultou em
um p-valor bicaudal igual a 0,853, maior do que a = 0,05, portanto, as variancias sdo
equivalentes.

O teste F para andlise das variancias foi realizado. O p-valor uni-caudal
resultante foi de 0,252, maior do que a = 0,05, entédo as variancias sao equivalentes.
Por fim, o teste-t ndo pareado, presumindo variancias equivalentes, resultou em um
p-valor bicaudal de 0,788, maior do que a = 0,05. Portanto, ndo existe variacdo
significativa entre as variaveis de concentracdo obtidas no HPLC-DAD e no
fotbmetro-3D.

Ao comparar os dados obtidos no fotdmetro com os resultados obtidos pelo
HPLC-DAD e pelo espectrofotbmetro, € possivel confirmar a exatiddo do método
desenvolvido no fotbmetro 3D-impresso, ou seja, ndo existem diferencas
significativas entre os valores dos sinais obtidos a partir dos equipamentos robustos

e do dispositivo impresso.

CONCLUSOES

Na determinacdo de ureia a partir da reacdo com p-DAC em amostras de
leite utilizando um fotdmetro impresso por manufatura aditiva, se mostrou estavel
com resultados precisos e confidveis, similares aos obtidos em espectrofotometria
e cromatografia liquida de alta eficiéncia, nos diferentes tipos de leite utilizados.
Assim como a metodologia desenvolvida para o preparo de amostra a partir do
efeito salting-out promovido pelo sal CaCl2.2H20 em meio acido, a qual resultou em

um aumento do sinal analitico, por meio de uma solucdo limpida, clara e sem
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interferéncia nos resultados, mesmo apdés a derivatizagdo com p-DAC. Os métodos
para quantificacdo da ureia no leite ndo apresentaram falta de ajuste na validacéo
do método analitico, tanto no dispositivo projetado, quanto em equipamentos de
referéncia, sendo que as curvas analiticas mostraram faixa linear de trabalho muito
proxima, e valores de recuperacgédo e repetibilidade dentro da faixa sugerida pelos
principais guias de validacdo nacionais. Os testes estatisticos permitiram comprovar
gue os resultados obtidos com o fotdbmetro-3D sdo semelhantes aos obtidos por
espectrofotometria ou cromatografia liquida de alta eficiéncia, mesmo a matriz da
andlise sendo complexa. Além disso, constata-se que o desenvolvimento do
dispositivo impresso apresentou uma solucao inovadora, acessivel, destacando-se
por sua portabilidade e pelo seu baixo custo de producéo (valor aprox. de R$ 100,05
reais), o que reforca seu potencial uso no acesso de tecnologias de analise, com
beneficios significativos para &reas como a educacao, industria e agronegécio.
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