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RESUMO

O formaldeido ou formol, presente em diversos produtos do cotidiano, como
shampoos, sabonetes liquidos, cremes e cosméticos, € considerado pelas agéncias
reguladoras como agente alergénico e carcinogénico para humanos. Em alimentos,
o uso de formaldeido como adulterante ou conservante é proibido pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) desde 1997. Entretanto, adulteragdes
podem ocorrer pela geragdo de formol com a degradagdo de componentes do
alimento ou cosmético ou mesmo por sua adicao indevida. Tendo isso em vista, esse
trabalho tem como objetivo a detecgdo rapida, portatii e mais acessivel do
formaldeido em amostras alimenticias, como leite, e cosméticos, usando a
microextracao por difusdo gasosa preparada por impressédo 3D. Nesse dispositivo é
inserido uma membrana microporosa, que contém o reagente derivatizante
(acetilacetona), que reage com o formaldeido, formando um complexo com
coloracdo amarela. A deteccdo foi realizada por meio de imagens digitais, usando
fotos obtidas por um smartphone, feitas diretamente do dispositivo. Para o creme
alisante foram encontrados percentual de formaldeido na amostra de 0,149% por
espectrofotometria, 0,144% por imagens digitais e 0,16% por GC-MS. Esse método
apresentou reprodutibilidade, sensibilidade e alta portabilidade, proporcionando
resultados comparaveis aos obtidos tradicionalmente com os equipamentos robustos

e de maior custo.

Palavras-chave: Manufatura aditiva. Smartphones. Formaldeido.

Espectrofotdmetro. Imagens digitais.



ABSTRACT

Formaldehyde is present in several products, such as shampoos and cosmetics. This
is considered by regulatory agencies to be an allergenic and carcinogenic agent for
humans. In foods, the use of formaldehyde as adulterants or preservatives has been
prohibited by Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) since
1997. However, adulterations can be made by adding formaldehyde, or formaldehyde
can be generated by the degradation of food components. Therefore, this research
project aims at the rapid detection of formaldehyde in food samples such as milk, and
cosmetics. For such analysis, microextraction by gaseous diffusion will be used using
a 3D printed device. In this device, there is a microporous membrane, which contains
the derivatizing reagent (acetylacetone), which will react with formaldehyde, forming
a yellow reaction product. The detection will be carried out through digital images
using photos obtained by a smartphone. For the hair straightening cream,
formaldehyde percentages in the sample were found to be 0.149% by
spectrophotometry, 0.144% by digital imaging, and 0.16% by GC-MS. This method
showed reproducibility, sensitivity, and high portability, providing results comparable

to those traditionally obtained with robust and more expensive equipment.

Keywords: Additive manufacturing. Smartphones. Formaldehyde.

Spectrophotometer. Digital imaging.
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1. INTRODUGAO

1.1. Formaldeido

O formaldeido ou formol (CH,O) € um composto organico volatil (condigdes
normais de temperatura), gas incolor, inflamavel e altamente irritante (1). E obtido a
partir da reagcdo com metanol (CH;OH) e ar, com ajuda de um catalisador (6xido de
metais). No ambiente é encontrado devido as fontes naturais (incéndios) e/ou
antropogénicas (usinas, fabricas, emissao veicular) como residuo de combustao.

E reconhecido como agente carcinogénico, segundo o Instituto Nacional de
Cancer (1). Testes em animais acusam que exposi¢bes a longo prazo, em alta
concentragdo de formol (5-15 ppm), podem causar cancer nasal em ratos e
camundongos (2).

Apesar de seus perigos, ele aparece em diversos produtos utilizados no
dia-a-dia, como em shampoo, sabonetes liquidos, produtos para unhas, alisantes de
cabelo, tinturas, entre outros. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
por meio da Resolugdo (RDC n° 15), permite uma concentragdo de até 0,2% de
formaldeido em produtos cosméticos nao destinados a higiene oral, como
conservantes. Sendo que, em concentragdes no produto final acima de 0,05% deve
ser explicito no rétulo a presencga do formaldeido. Ja em alisantes de cabelo, o uso
desse adulterante é proibido (3). Além disso, alguns conservantes, como a DMDM
hidratoina (C7H12N204), imidazolidinil uréia (C4HsNgOg) e hidroximetilglicinato de
sédio (HMGS), usados em cosméticos, geram formaldeido como produto de
degradacdo de suas moléculas. Esses conservantes sdo conhecidos como
formaldeido releasers (4) e seu controle ndo € mencionado pela ANVISA.

No ambito alimenticio, o formaldeido como adulterante ou conservante foi
proibido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento em 1997 (5).

Porém, ainda s&o encontrados casos de utilizagdo desse composto para fins ilegais.
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No caso de amostras de leite, por exemplo, o formol € um adulterante usado para
aumentar o tempo de prateleira do produto, ou seja, previne a sua degradacéo. A
deteccdo do formol, segundo método recomendado pelo MAPA (5), é feita usando o
método B da norma AOAC 931.08, um teste colorimétrico qualitativo em que o leite é
destilado com agua e acido fosforico. Apds a destilagao, é colocado em um tubo de
ensaio uma aliquota do destilado e uma solugédo de acido cromotrépico 0,5% (m/v)
em acido sulfurico 72% (m/v). Esse tubo de ensaio fica em um banho termostatico,
por 15 minutos. Se houver contaminagao por formaldeido, a reagao ficara violeta (6).
Esse método apresenta algumas desvantagens como: a exposicdo do analista a
reagentes perigosos, utilizagdo de reagentes controlados e apenas relatar os
resultados de modo qualitativo, sem indicar a quantidade exata de formaldeido
presente.

1.2. Analise de formaldeido por microextragao por difusao gasosa

Diversos métodos colorimétricos foram desenvolvidos para determinar o
formaldeido. A derivatizacdo do formaldeido é feita com a acetilacetona, como
descrito por NASH et al. em 1953 (7). Na presenga de amdnia, a reagdo do
formaldeido com acetilacetona resulta no complexo 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina,

também conhecido como DDL, um composto amarelo, facilmente identificavel (8).
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Figura 1 - Reac¢ao de formaldeido com acetilacetona desenhado em software ChemSketch.
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Formaldeido Acetilacetona HiC W CHy

3 5-diacetil-1 4-dihidralutiding
Fonte: Elaborada pela autora.

Essa reacdo descrita € caracterizada pelo reagente de Nash que é um
reagente derivatizante especifico para identificar formaldeido (9). Ele consiste em
um tampao de acetato de aménio para a preparagcao de acetilacetona (pH 4.75) e
sua reagao colorimétrica apresenta absor¢ao maxima a 412 nm.

1.3. GDME (Gas-Diffusion Microextraction)

A microextracado por difusdo gasosa (GDME) é uma técnica simples e direta
para extragao de analitos volateis ou semi-volateis usado no preparo de amostras. A
GDME permite isolamento, concentracéo e derivatizagao dos analitos em uma etapa
rapida. Essa técnica é versatil, capaz de ser utilizada em diversos tipos de amostras,
incluindo uma amostra sdlida, sem a necessidade de digestdo ou solubilizagao

prévia com solvente (10).

Figura 2(a) - Modelo de sistema GDME: 1 - parte superior do extrator, 2 - parte inferior do extrator, 6-
membrana microporosa. (b) Conjunto completo de microextragéo por difusdo gasosa: 1 - parte
superior do extrator, 2 - parte inferior do extrator, 3- banho termostatico, 4- agitador magnético, 5-
aquecedor.

(B)

===

Fonte: Pacheco et al. (11).
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Os componentes principais desse sistema de extracdo sio: tubo falcon,
banho termostatico e um mddulo extrator (12). O mddulo extrator é de pequeno
porte, feito em teflon, e tem no seu interior uma membrana microporosa para difusao
de gases ao qual é adicionado o reagente derivatizante. O modulo é inserido em um
béquer que contém a amostra e estd termicamente controlado. Apdés um
determinado tempo, ocorre a difusao do analito presente na amostra que, por sua
vez, entra em contato com o reagente previamente colocado na membrana, sendo
extraido da amostra, e pré-concentrado no volume de derivatizante (12). Permitindo
ser detectado, quantificado e determinado usando técnicas espectrofotométricas.

1.4. Impressao 3D

A impressao 3D consiste numa técnica que permite a criacdo de materiais
sélidos a partir de um desenho feito sob medida. Entre as suas vantagens estdo o
baixo custo, facil desenho, adaptacao e reprodugao do protétipo. Para tal, podem ser
usadas algumas formas diferentes de impresséo, sendo a técnica mais comum a de
modelagem por fusdo e depdsito (FDM), na qual o polimero € derretido, e sua
deposigao é controlada por um extrusor (13).

Visando sua praticidade, a impressao 3D € uma opc¢ao para a formulagao de
protétipo de GDME, sendo viavel que sua fabricagdo seja conforme as
especificagdes necessarias do usuario.

Utilizando um software CAD, foi possivel fazer um protétipo de GDME de 3
pecas, uma caixa com tampa e uma pega menor que encaixa na parte superior da
tampa, representado pela Figura 2. Nesse encaixe foi colocada a membrana
microporosa, contendo o reagente derivatizante na sua parte superior. Com isso, 0
centro vazado da peca superior estara em contato com a matriz que contém o

analito, e com a sua volatilizagdo, pode ocorrer a reagdo entre o reagente e o
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analito. Para a deteccao e quantificacido da analise é possivel fazer a adicdo de uma
peca extra para situar ou encaixar o smartphone, especificamente a camera, com o
intuito de usar fotos na obtencao do sinal analitico, para ser correlacionado com a

concentracido de analito na amostra.

Figura 3 - Prototipo a ser produzido e usado na determinagéo de formaldeido em amostras de
alimentos e cosméticos.

@11,00 mm

40,00 mm

1,50 mm
\

Fonte: Elaborada pela autora.

1.5. Smartphone como detector

A quantidade de smartphones, no Brasil, € maior que o proprio numero de
habitantes (14), possibilitando que essa acessibilidade possa ser explorada pela
ciéncia, como o seu uso para detecgdo e determinagao de substancias de interesse.
Sendo isso possivel, por meio de fotos e/ou videos utilizando a camera do aparelho.
Ha inumeros aplicativos disponiveis para tratamento e analises das imagens digitais
adquiridas. A partir destas imagens digitais, dados relacionados com espagos, cores,
assim como o sistema RGB, podem ser explorados.

Os autores Biswas, P. C. et al., (2021) relataram o uso de smartphones para

medicao de espectros de absor¢cdo em azeite de oliva e éleo de soja, apresentando
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alta exatiddo e precisdo que se equiparam a analises feitas em equipamentos
laboratoriais, como espectrofotémetros (15).

1.5. Imagens digitais e o espago de cores

Em imagens digitais é possivel, a partir de um software, por meio do espago
de cores, obter dados que sdo usados como sinal analitico, e utilizados na
calibracéo e quantificacdo da amostra.

Os espacos de cores mais utilizados s&o Hue, Saturation, Value (HSV);
CMYK; YIQ e RGB. O modelo de cores CMYK é amplamente utilizado em
impressoras, significando ciano (C), magenta (M), amarelo (Y) e preto (key - K). E
um modelo de cores subtrativas onde 0 representa a cor primaria e 1 representa a
cor mais clara. Neste modelo, o ponto (1,1,1) representa preto e (0,0,0), o branco. Ja
para o modelo HSV, a imagem consiste em trés canais: matiz, saturagao e valor. O
interessante desse modelo de cores é que ele usa a cor da maneira que 0s
humanos as percebem, sem usar as cores primarias diretamente. Por fim, o YIQ é o
modelo de cores mais utilizado em transmissdes televisivas em que Y significa parte
de luminancia e 1Q significa parte de crominancia (16).

O espaco de cores RGB, por sua vez, apresenta os canais vermelho, verde e
azul, além da escala cinza. Ou seja, as cores que compdem a imagem analisada
estdo relacionadas com a concentragdo do analito na solugdo em questdo, desde
que a reagdo colorimétrica usada siga as condigbes estabelecidas pela Lei de
Lambert-Beer. Esse sera o espago de cores que melhor se ajusta a leitura de
imagens digitais, por esse motivo foi o escolhido para a identificacdo de formaldeido
como adulterante.

Os valores obtidos a partir dos canais de coloragdo, juntamente com as

concentragdes das solugdes analisadas, podem ser expostos por métodos graficos
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com tendéncia linear. Com isso, a partir das equagdes das retas obtidas para cada
coloragédo, e a intensidade de cada canal, calcula-se a concentrag&o do analito (17).

1.6. Comparagao com trabalhos prévios

A literatura apresenta diversos trabalhos que utilizam HPLC (18),
espectrometria de massas (19) e espectroscopia UV-Vis para as analises (20).
Porém, quando combinamos a extracdo e a reacdo com a acetilacetona, existem
apenas dois artigos, Lamarca et al (2019) (21) e Brandao et al (2018) (10). Apenas
Lamarca utiliza a detecgao via smartphone, portanto, vale ressaltar as diferengas
entre esse trabalho e o ultimo artigo citado.

O artigo citado utilizou a GDME patenteada por J. A. Rodrigues, em 2011, e
filtro PTFE que é importado e de alto custo (aproximadamente R$120). O projeto
proposto tem como objetivo que toda a analise de microextragdo por difusdo gasosa
(GDME) seja feita com a utilizagdo de um instrumento desenhado e impresso 3D, ou
seja, que ele seja totalmente personalizado, unico para determinada extragéo e de
baixo custo (aproximadamente R$4,00). Um diferencial deste projeto esta no fato de
utilizarmos como suporte da GDME, uma fita de teflon amplamente utilizada em
processos de vedagao em geral. Esta possui baixo-custo, facil aquisigdo, além de
possibilidade de reuso.

Outro ponto de diferenca que vale ser ressaltado é que o trabalho de
Lamarca et al (2019) (21) projetou uma caixa contendo 3 LEDs para controlar a
luminosidade. Isso porque as imagens feitas foram da reagdo em spot-tests
impressos a partir do polimero PLA. Para o projeto apresentado, o grande diferencial
para o trabalho de Lamarca et al (2019) (21), encontra-se no fato de nao
necessitarmos de uma caixa e LEDs para o controle da luminosidade, uma vez que

as imagens sao captadas diretamente no modulo extrator, o que proporcionara uma
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maior repetibilidade, menores erros oriundos de captagdo de imagens. Isto
proporcionara uma maior frequéncia analitica.

Portanto, o projeto visa a construgdo do GDME ja com um suporte para o
celular, para que as imagens sejam feitas diretamente no médulo do GDME, ou seja,
em conjunto com a GDME, sendo uma forma mais pratica de analise.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste projeto € a determinagcédo de formaldeido em amostras
de alimentos e cosméticos, a partir da microextracdo por difusdo gasosa (GDME) e
usando o smartphone como detector.

2.2. Objetivos especificos

1. Criar um protétipo por impressdo 3D capaz de realizar microextracdo por
difusdo gasosa;
2. Desenvolver método para determinar formaldeido em amostras de alimentos

(leite);

3. Desenvolver método para determinar formaldeido em amostras de cosméticos

(alisante para cabelo);

4. Validar a eficiéncia, reprodutibilidade e confiabilidade da aplicacdo de
smartphone como detector.
3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Impressao 3D

A impressao do prototipo, desenvolvido a partir de um software CAD, foi feita
a partir da modelagem por fusdo e depdsito (FDM), utilizando filamentos de

acrilonitrila butadieno estireno (ABS)
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3.2. Amostras

As amostras de leite e creme alisante para cabelo foram analisadas.

3.3. Smartphone

Para a deteccdo, foi usado o smartphone Apple IPhone 11. O aplicativo
Camera+ foi usado para adquirir as fotos e os videos, pois permite controlar as
funcbdes de autofoco, macro, exposicdo automatica, abertura e distancia focal que
influenciam diretamente na imagem digital, e reduzir a variagdo na obtencdo da
imagem.

3.4. Curva analitica do formaldeido em solugdo aquosa

A solucdo de formaldeido foi preparada a partir de uma solugcdo padrao de
formaldeido 37% (v/v). Solubilizou-se 310 pyL da solu¢do padrdo em um baldo
volumétrico de 25,00 mL. A partir dessa nova solugao, solubilizou-se uma aliquota
de 50 pyL em um baldo volumétrico de 25,00 mL. Obteve-se, portanto, uma solucao
de formaldeido de concentragdo 10,0 mg L.

Para a solucdo de acetilacetona de concentracdo 0,0196 mol L, que atuara
como derivatizante do formol, foi adicionado a um baldo volumétrico de 25,00 mL:
3,85 g de acetato de aménio, 50 pL de acetilacetona e 75 pL de acido acético glacial
e completado com agua deionizada.

3.5. Extracao do formaldeido por protétipos de GDME

A extracdo do formaldeido em todos os protétipos foi realizada da mesma
maneira. Foi preparada uma solugdo de formaldeido com concentragdo 5000 mg.L™
solubilizando 310 pyL da solugdo padréo de formaldeido 37% (v/v) em um baldo
volumétrico de 25,00 mL.

Foi adicionado 125 pL de formaldeido (5000 mg.L') no dispositivo e

completado com agua deionizada para resultar em um volume de 25,00 mL.
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3.6. Procedimento para amostras de leite

O procedimento de extragdo realizado nas amostras foi seguindo as
seguintes condigbes: 10,00 mL de leite, 0,05 g de NaCl, 100 yL de HCI 6,00 mol L™,
concentragédo de formaldeido (5000 mg L), variando seu volume de 5a 50 uL e o
prototipo 2 do GDME, sendo as condicbes 6timas de extragcao obtidas a partir do
trabalho realizado por um outro aluno do grupo de pesquisa.

Para a membrana hidrofébica porosa, foram utilizadas duas fitas de vedagao
formando uma camada dupla e, sobre ela, foi adicionada 500 uL de uma solugao de
partes iguais de acetilacetona (0,0196 mol L™).

3.7. Procedimento para amostra de creme alisante por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas

Para a analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), foi pesado 2050 mg de amostra do creme alisante e diluido em 25
mL de agua destilada. Foi separada uma aliquota de 1,00 mL da solugéo preparada
e adicionado padréo de formaldeido (1000 mg L"), com diferentes volumes, e agua

destilada, completando em todas as analises 150 pL de solugao adicionada.

4. RESULTADOS

4.1. Curva Analitica do formaldeido em solugao aquosa

A curva analitica do formaldeido foi feita a partir de 7 pontos, mantendo 2,0

mL de acetilacetona e variando o volume de formaldeido e agua em cada tubo
Falcon.

Foi calculada a concentracdo do formaldeido em cada ponto da curva

analitica por meio da Equacao 1 e a apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Concentragéo do formaldeido em cada ponto da curva analitica em agua.

V,/ mL Concentragéo , / mg L™ V5 el / ML [Formaldeido], // mg L™
0,100 10,0 4,00 0,250
0,300 10,0 4,00 0,750
0,700 10,0 4,00 1,75
1,00 10,0 4,00 2,50
1,50 10,0 4,00 3,75

Fonte: Elaborada pela autora

Os tubos foram colocados em banho termostatico a 60 °C por 10 minutos e,
em seguida, foram feitas as leituras de absorbancia em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 412 nm. O procedimento foi realizado em ftriplicata e os
valores relatados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de absorbancia em triplicata e sua média

Absorbancia (Abs) / u.a.
Concentragéo/ Abs;, Abs, Abs, AbSyegia Desvjo Precisio / %

mg L Padréo

0,25 0,0570 0,0550 0,0560 0,0560 0,00100 1,78%
0,75 0,171 0,168 0,169 0,169 0,00153 0,902%
1,75 0,402 0,399 0,401 0,401 0,00153 0,381%
2,5 0,571 0,572 0,574 0,572 0,00153 0,267%
3,75 0,861 0,861 0,861 0,861 0,000 0,000%

S 1,15 1,15 1,15 1,15 0,000577 0,0500%

Fonte: Elaborada pela autora

A curva analitica, portanto, foi construida a partir dos valores de concentracéo
e a média de absorbéancia. A partir da curva analitica foi observado que o coeficiente
de determinagdo da regressdo (R?) foi 1,00, indicando que o modelo esta ajustado

aos seus dados (Figura 4).
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Figura 4 - Curva analitica do formaldeido obtida em solugdo aquosa obtida no comprimento de onda

de 412 nm.
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Fonte: Elaborada pela autora

4.2. Protétipos de GDME

Foram projetados e impressos em impressora 3D seis diferentes protoétipos de
um dispositivo que seria usado para microextragcado por difusdo gasosa. Entre os 5
primeiros prototipos, foram alteradas as dimensdes do dispositivo, dando énfase em
aumentar a sua altura, porém manteve-se constante o volume total do protétipo. Ja
para o ultimo dispositivo, escolheu-se a altura que apresentou melhor sinal analitico
e o volume do protétipo foi dobrado, a fim de avaliar a influéncia do headspace no

método.

Tabela 3 - Dimensdes dos diferentes protétipos impressos em impressora 3D.

Protétipo Altura / mm Volume / mm?3
1 30 6,00 x 10°
2 40 6,00 x 10°
3 50 6,00 x 10°
4 90 6,00 x 10°
5 120 6,00 x 10°
6 40 12,0x 10°

Fonte: Elaborada pela autora
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Os protétipos foram impressos em filamento ABS e, para garantir sua
impermeabilizacado e evitar perdas por volatizagdo do formaldeido, foi utilizado um
polimero SYLGARD ® 184, aplicado em todas as partes do protétipo.

Para a membrana porosa, foram utilizadas duas fitas de vedagéo (contendo
em sua composi¢cdo PTFE) formando uma camada dupla e, nela, foi adicionada 500
ML de uma solugdo de igual volume de acetilacetona, preparada conforme descrito
no item 3.5.

O protétipo, portanto, foi levado ao banho termostatico com ultrassom em
70°C por 50 minutos. Para cada protétipo a extragao foi feita em triplicata e com
elas, foi possivel o calculo da média entre a absorbancia, o desvio padrdo e a

precisdo (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores da média de absorbancia, desvio padrao e precisdo para cada protoétipo de GDME
impresso por impresséo 3D.

Protoétipo Média de Absorbancia Desvio Padrao Precisao intra-dia / %
1 0,616 0,0177 2,87
2 0,860 0,0416 4,84
3 0,892 0,0777 8,67
4 0,782 0,0657 8,40
5 0,538 0,0201 3,73
6 0,942 0,105 11,2

Fonte: Elaborada pela autora

A Figura 5 mostra um grafico de barras que relaciona a média das
absorbancias com cada prototipo. Pode-se observar que entre os protétipos 1 a 5,
em que o volume se manteve constante, os melhores sinais ficaram entre as alturas
40 e 50 mm, sendo os protdtipos 2 e 3, respectivamente. Porém, observando o
desvio, houve um aumento do protétipo 3 em relagao ao 2. Definindo-se 0 2 como o
prototipo com as melhores condi¢cbées, ao dobrar o volume do dispositivo, o sinal

mostrou um pequeno aumento, porém seu desvio aumentou significativamente.
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Conclui-se, entdo, que o melhor dispositivo entre os testados foi o 2, com altura 40

mm e volume 6,00 x 10° mm3.

Figura 5 - Grafico de colunas com a média de absorbancia de cada protétipo com seus respectivos
desvios.
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Fonte: Elaborada pela autora

Figura 6 - Protétipo 2 de microextragdo por difusdo gasosa impresso 3D com polimero ABS (R$4,00).

Fonte: Elaborada pela autora

4.3. Detecgao utilizando smartphone
Inicialmente, para a melhor utilizagdo do smartphone como detector da reagao

colorimétrica, foi impresso por impressao 3D um suporte para o celular, garantindo
uma padronizagado das imagens, tendo a mesma posic¢ao, distancia focal e condi¢gao
de iluminagdo em todas as fotos. Para isso, foi desenhado um suporte em formato

cdbnico, com uma abertura superior para encaixar a camera do celular e uma
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abertura inferior para encaixar na parte superior do protétipo de GDME. As imagens

foram feitas diretamente no filtro do GDME contendo as amostras.

Figura 7 - Desenho do suporte para smartphone a ser impresso por impressora 3D.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O smartphone usado foi IPhone 11 e para a padronizagdo das imagens foi
utilizado o aplicativo de celular Camera+, para fixar o foco, abertura das lentes,
macros, a exposi¢cao e o balango de branco, além de manter a iluminagéo ligada do
flash do celular. Isso garante, portanto, a obtengdo de imagens padronizadas para
um resultado mais confiavel.

As imagens obtidas da reacdo sdo inseridas ao software MATLAB® e,
primeiramente, é feita uma analise RGB das imagens no aplicativo Image Batch
Processor, para que seja tratada apenas a reacdo que ocorre na parte superior da
membrana, excluindo assim, os pixels que refletem o flash usado na captura das
imagens. Em seguida, as imagens sdo decompostas apenas para o vetor azul (Blue)

(Figura 8).

Figura 8 - Imagens feita por smartphone da reacédo antes e depois do processamento no aplicativo
Image Batch Processor.

Fonte: Elaborada pela autora
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Com isso, essas imagens foram processadas por uma rotina criada no
MatLab para analise de pixels, que variava conforme a concentragao de formaldeido

(Figura 9).

Figura 9 - Exemplo da rotina no software MatLab para uma triplicata.

rgb_novo.mb * +

concla = imread("concla.jpg");
conclb = imread(“conclb.jpg");
conclc = imread(“conclc.jpg");

conc_outputla = imread("concla_output.jpg");
conc_outputlb = imread(“conclb_output.jpg");
conc_outputlc = imread("conclc_output.jpg");

11 rgbla = 255-(find(Xla==max(Xla)) - 1);
12 rgblb = 255-(find(Xlb==max(X1b)) - 1);
13 rgblc = 255-(find(Xlc==max(Xlc)) - 1);

16 cl=0 =0
17 c2 = @.01 €2 = 0.0100
18 €3 = 0.02 €3 = 0.0200

20 © 81.0000 83.0000 86.0000

21 A = [cl rgbla rgblb rgblc;c2 rgb2a rgb2b rgb2c;c3 rgb3a rgb3b rgbic] 0.0100 80.0000 80.0000  66.0000
0.0200 68.0000 59.0000 66.0000

Fonte: Elaborada pela autora

Como método de comparagao analitico foi utilizado um espectrofotémetro,
relacionando os pixels como densidade 6ptica (22), a partir da Equagao 2, onde o

(10) corresponde a intensidade do branco e o (Im) intensidade da medida.

1 ~
D.0.=— log(l—o) Equagéo 2

4.4. Curva analitica em amostras de leite
As extragbes de formaldeido nos diversos leites foram feitas com o intuito de

observar o comportamento do adulterante em leites com diferentes porcentagens de
gordura e de agua. Diferentes amostras de leite foram utilizadas, com diferente
composi¢ao e marca: leite integral UHT e pasteurizado (3,00 %), desnatado (1,00%),
semi-desnatado (0,05%) e zero lactose (1,00%).

As solugdes de acetilacetona e formaldeido foram preparadas da mesma
maneira descrita no item 3.4 e 3.5., respectivamente. A concentragcdo do
formaldeido, em cada ponto, para todas as amostras, foi definida a partir da

Equacgdo 1 e a Tabela 5 mostra as concentragdes e volumes do reagente utilizados.
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Tabela 5 - Concentragéo do formaldeido para cada ponto da curva analitica do leite integral

V; (mL) Concentragédo Formaldeido ; [mg V5 ot (ML) Concentragao Formaldeido ,
L] [mg L]

0,005000 5000 10,00 2,500

0,01000 5000 10,00 5,000

0,02000 5000 10,00 10,00

0,03000 5000 10,00 15,00

0,04000 5000 10,00 20,00

0,05000 5000 10,00 25,00

Fonte: Elaborada pela autora

4.4.1. Espectrofotometria

Foi feita a analise por espectrofotometria da reacéo colorimétrica que ocorreu
sobre a fita do dispositivo, para todas as amostras de leite. Foi usado o comprimento
de onda 412 nm, em triplicata, para obter os dados da curva analitica. Foi feita a
média de absorbancia, o desvio padrdao e a precisdo para cada concentragao

(Tabela 6).

Tabela 6 - Dados da curva analitica do formaldeido obtida para o leite integral UHT e semi-desnatado

obtido pela extragdo usando o espectrofotémetro.

Integral UHT Semi-desnatado

Concentragéo / Média de Desvio Precisao Média de Desvio Preciséao
mg L Absorbancia Padrao intra-dia | Absorbancia Padrao intra-dia

1% 1%

2,50 0,0703 0,00757 10,8 0,0687 0,00910 13,2

5,00 0,180 0,00737 4,10 0,149 0,0215 14,5

10,0 0,314 0,0265 8,43 0,283 0,0234 8,27

15,0 0,427 0,0554 12,9 0,413 0,0473 11,4

20,0 0,687 0,0160 2,34 0,609 0,0405 6,66

25,0 0,830 0,0408 4,92 0,701 0,0450 6,42

Fonte: Elaborada pela autora
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A curva analitica do leite integral UHT é representada pela Equacao 3:
Abs = 0,0334[Formaldeido] — 0,0138 e R? = 0,987 e a do leite semi-desnatado

pela Equagdo 4: Abs = 0,0287 [Formaldeido] — 6,00 x10 e R? = 0,094,

Tabela 7 - Dados da curva analitica do formaldeido para o leite desnatado e zero lactose obtida pela
extracdo usando o espectrofotdmetro.

Desnatado Zero Lactose
Concentracéo / Média de Desvio Precisao Média de Desvio Precisao
mg L™ Absorbancia Padrao | intra-dia /% |[Absorbancia| Padrdo |[intra-dia /%
2,50 0,0690 0,0122 17,6 0,0577 0,00551 9,55
5,00 0,137 0,0180 13,1 0,140 0,00458 3,27
10,0 0,271 0,0310 11,4 0,276 0,0210 7,65
15,0 0,407 0,0240 5,90 0,395 0,0104 2,64
20,0 0,591 0,0259 4,39 0,565 0,0482 8,53
25,0 0,738 0,0318 4,30 0,763 0,0205 2,69

Fonte: Elaborada pela autora

A curva analitica do leite desnatado é representada pela Equacéo 5:
Abs = 0,0299[Formaldeido] — 0,0171 e R? = 0,997 e do leite zero lactose pela
Equagdo 6: Abs = 0,0307[Formaldeido] — 0,0328 e R?>=0,989.

Tabela 8 - Dados da curva analitica do formaldeido obtida para o leite integral pasteurizado obtido

pela extragao usando o espectrofotdmetro.

Concentragdo / mg L' | Média de Absorbancia Desvio Padréo Precisao intra-dia / %
2,50 0,0840 0,0118 14,0%
5,00 0,166 0,0125 7,52%
10,0 0,321 0,0136 4,23%
15,0 0,480 0,0737 15,4%
20,0 0,690 0,0569 8,25%
25,0 0,792 0,0741 9,36%

Fonte: Elaborada pela autora

A curva analitica do leite integral pasteurizado é representada pela Equacao

7: Abs = 0,0324[Formaldeido] — 0,00330 e R?>=0,995.



30

As Figura 10a e 10b mostram a relacdo entre os valores médios de

absorbancia e concentragéo de formaldeido (mg L) para cada leite.

Figura 10a - Curvas analiticas do formaldeido em leite integral UHT e semi-desnatado obtido

pela extracdo usando o espectrofotdmetro.
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Fonte: Elaborada pela autora

Figura 10b - Curva analitica do formaldeido em leite desnatado, zero lactose e pasteurizado obtido
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Fonte: Elaborada pela autora

Os resultados mostraram valores de curva analitica muito semelhantes

quando comparados os leites desnatado e zero lactose, provavelmente relacionado

com as caracteristicas fisico quimicas das amostras como o teor de sédio e calcio,
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que séo, respectivamente, 63 mg e 130 mg em 100 mL de leite desnatado e 68 mg e
125 mg em 100 mL de leite zero-lactose.

4.4.2. Sensibilidade do método espectrofotométrico

Comparando as inclinagdes das retas obtidas por espectrofotometria, entre os
diferentes tipos de leite, observa-se na Tabela 9 a maior sensibilidade advinda do
leite integral UHT, assim como uma queda dessa sensibilidade dependendo do tipo

de leite.

Tabela 9 - Comparacéo entre inclinagdes de reta obtidas por espectrofotdmetro.

Leite Inclinagéo
Integral UHT 0,0334
Semi-desnatado 0,0287
Desnatado 0,0299
Zero Lactose 0,0307
Integral Pasteurizado 0,0324

Fonte: Elaborada pela autora

4.4.3. Detecgao por imagens digitais

Em seguida foi feita uma curva utilizando o smartphone como detector, com

as imagens feitas diretamente do modulo extrator do dispositivo GDME.

Tabela 10 - Dados da curva analitica do formaldeido para o leite integral UHT e semi-desnatado
obtido por imagens digitais usando smartphone.

Integral UHT Semi-desnatado

Concentragdo / | Densidade Desvio Precisao |Densidade Desvio Precisao
mg L™ A Padrao intra-dia | 4_ .. Padréo intra-dia

Optlcamédia 1% Optwamédia 1%

2,50 0,0871 0,0062 7,1 0,0457 0,00687 15,0

5,00 0,105 0,0103 9,88 0,108 0,0156 14,4

10,0 0,280 0,0235 8,39 0,154 0,00924 6,02

15,0 0,316 0,0202 6,40 0,275 0,0314 11,4

20,0 0,452 0,0027 0,594 0,292 0,0170 5,81

25,0 0,466 0,0244 5,23 0,363 0,0380 10,5

Fonte: Elaborada pela autora
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A curva analitica do leite integral UHT é representada pela Equacao 8:

D.O0.

pela Equacéao 9: D. 0.

0,014 [Formaldeido] + 0,028 com R?=0,968.

0,018 [Formaldeido] + 0,048 com R?=0,949 e a do leite semi-desnatado

Tabela 11 - Dados da curva analitica do formaldeido para o leite desnatado e zero lactose obtida por
imagens digitais usando smartphone.

Desnatado Zero Lactose
Concentragao / | Densidade Desvio Precisdo | Densidade Desvio Precisao
# ; ~ I ’ ~ I
mg L Op tica_ Padréo | intra-dia /% Optica_ Padréo |intra-dia /%
2,50 0,098 6,04E-03 6,18 0,0535 6,687E-03 12,4
5,00 0,147 0,0109 7,40 0,125 9,872E-03 7,91
10,0 0,162 0,0181 11,1 0,208 0,0285 13,7
15,0 0,259 0,0145 5,58 0,250 4,286E-03 1,72
20,0 0,328 0,0196 5,58 0,335 9,270E-03 2,77
25,0 0,373 0,0111 2,98 0,434 0,0421 9,69

Fonte: Elaborada pela autora

A curva analitica do leite desnatado € representada pela Equacao 10:
D.0. = 0,012 [Formaldeido] + 0,068 com R?=0,977 e do leite zero lactose pela

Equagdo 11: D.0. = 0,016 [Formaldeido] + 0,030 com R?=0,985.

Tabela 12 - Dados da curva analitica do formaldeido para o leite integral pasteurizado obtido por
imagens digitais usando smartphone.

Concentragdo / mg L™ | Densidade Opticamé dia Desvio Preciséo
Padrao intra-dia /%
2,50 0,108 0,0156 14,4
5,00 0,131 0,0149 11,4
10,0 0,194 0,0174 8,92
15,0 0,278 0,0286 10,3
20,0 0,328 0,0141 4,30
25,0 0,387 0,0472 12,2

Fonte: Elaborada pela autora

A curva analitica do leite integral pasteurizado é representada pela Equagao
12: D.0.= 0,013 [Formaldeido] + 0,073 com R ?=0,995.

As Figura 11a e 11b mostram a relagao entre os valores médios de densidade
optica e concentragdo de formaldeido (mg L") para cada leite. Pode-se observar que

a maior intensidade foi para o leite integral, quando comparado com o
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semi-desnatado. Ja o desnatado, zero lactose e integral pasteurizado apresentaram
uma relagado muito semelhante (inclinagao/slope) provavelmente pela similaridade da
composi¢cao das amostras.

Figura 11a - Curva analitica do formaldeido em leite integral UHT e semi-desnatado obtida por

imagens digitais usando smartphone.
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Fonte: Elaborada pela autora

Figura 11b - Curva analitica do formaldeido em leite desnatado, zero lactose e integral pasteurizada
obtida por imagens digitais usando smartphone.
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Fonte: Elaborada pela autora

4.4.4. Teste Anova e Teste F

Para cada uma das curvas analiticas dos leites, foram realizados testes
estatisticos de regressao Anova (Analise da Variancia) para verificar se ha falta de
ajuste nos dados, tanto na detecgao por imagem como para o espectrofotdmetro.

Para isso, foram comparados os dados do F tabelado com o F critico,

considerando um nivel de confianga de 95%, em que o valor de F tabelado deveria
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ser maior que o valor critico, indicando que ndo ha falta de ajuste. Em todos os
testes de regressdo, foram feitos Anova, considerando os dados obtidos no
espectrofotometro e pelas imagens feitas com smartphone, nenhum modelo
apresentou falta de ajuste.

Em seguida, a fim de provar que ambos os métodos utilizados apresentaram
resultados equivalentes, foi feito o teste F. A variavel analisada para tal resposta foi o
p-valor, que apresentando um valor maior que 0,05 (nivel de confiangca 95%),
indicaria que as variaveis sao equivalentes, caso contrario, conclui-se que as
variaveis sao diferentes. Com esse resultado, foi possivel realizar o teste t,
presumindo que as variaveis sao equivalentes ou diferentes, conforme o teste F.
Novamente é analisado o p-valor, apresentando um valor acima de 0,05, ambos os
sistemas avaliados sdo considerados equivalentes.

Para os leites integral UHT, semi-desnatado e zero lactose, o teste F indicou
que as variaveis sao equivalentes, com um p-valor superior a a = 0,05. Enquanto
para os leites integral pasteurizado e desnatado, as variaveis se mostraram
diferentes (p-valor inferior a a = 0,05), indicando que inicialmente existe diferenca
entre as variaveis obtidas nos dois métodos (hipotese alternativa). Para verificar a
rejeigao da hipdtese nula, o teste T foi realizado.

Entretanto, com o teste t, todos os leites apresentaram resultado de p-valor
bicaudal superior a 0,05, indicando portanto que os dados obtidos por
espectrofotometria e imagens digitais s&o de fato equivalentes.

4.5. Planejamento de extragdao no creme alisante

O cosmético utilizado foi o creme alisante liso instantédneo, que declarava no
rétulo que nao continha formaldeido em sua composicdo. O modo de uso do produto
afirmava que era necessario usar alguma fonte de calor apds sua aplicagéo, para

que fosse obtido o efeito de liso. Apesar do rétulo indicar a auséncia do adulterante,
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dentre a lista de ingredientes estava o composto DMDM Hidratoina que é liberador
de formaldeido em altas temperaturas.

A fim de identificar, primeiramente, se haveria essa liberagado de formaldeido,
utilizou-se uma amostra de 1,00 g de creme alisante e 500 puL de derivatizante
acetilacetona na fita de PTFE, em banho termostatico a 70°C. Apdés 10 min
observou-se uma coloragdo amarela intensa da reagao e o sinal atingiu o limite de
absorbancia do espectrofotometro de 3,000.

Com isso, os parametros definidos para o planejamento de extragao foram de
0,1 g de amostra em uma temperatura de 50 °C, variando os parametros tempo
entre 5-15 minutos, efeito salting-out com NaCl entre 15-25 % (m/v) e pH ajustado
com solucao de HCI.

Com os resultados obtidos, determinou-se a melhor condi¢do de extracao do
formaldeido no creme de 20 minutos a 50 °C, sem adi¢cao de sal ou acido.

4.5.1. Analise do creme alisante usando por espectrofotometria e smartphone

Para a curva analitica do formaldeido no creme alisante foi necessario
realizar a adicao de padrao. Foram feitos 6 pontos, variando a adicdo de formaldeido
(1000 mg L"), em triplicata. Os resultados foram comparados com o método de
referéncia, o espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 412 nm e por

smartphone por meio de imagens digitais, apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13 - Dados da curva analitica obtida por adi¢gdo de padrao de formaldeido em creme alisante
obtido por espectrofotometria e imagens digitais.

Espectrofotometria Imagens digitais
Volume Média Desvio | Precisdo | Densidade | Desvio | Preciséo
formaldeido / mL | absorbancia/u.a. | Padréo [ % Optica / Padréao | intra-dia/
u.a. %
0 0,392 0,0122 3,1 0,46 0,0091 2,0
0,100 0,506 0,0142 2,79 0,43 0,0028 0,65
0,150 0,650 0,0255 3,93 0,37 0,0085 2,2
0,200 0,787 0,0301 3,83 0,31 0,0130 4,2
0,250 0,890 0,0197 2,21 0,24 0,012 4,8
0,300 1,061 0,0401 3,79 0,16 0,014 8,7

Fonte: Elaborada pela autora

Figura 12 - Curva analitica obtida por adigdo de padrao de formaldeido em creme alisante obtida por

espectrofotometria
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Volume formaldeido/ mL

Fonte: Elaborada pela autora

A Figura 12 mostra a relagdo entre os valores de absorbancia e o volume de
padrdo de formaldeido adicionado, e a partir da curva analitica e a sua regressao

linear, obteve-se a Equacao 13: Absorbancia=2,26 Vformaldeido + 0,338 com R?*=

0,969.

A fim de determinar a concentragao inicial do creme alisante foi resolvida a

Equacao 13, obtendo-se |V

_ | —0,338

7o | = 0,149 mL.

formaldeido -
Portanto, para determinar a massa de formaldeido presente na amostra,

utilizou-se a Equacéo 14.
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_ 0,149mL x1000mg
F 1000 mL = 0,149mg

Portanto, a massa inicial de formaldeido é 0,149 mg em 0,1 g de creme. Com
isso, o percentual de formaldeido no creme alisante corresponde a 0,149%.

Figura 13 - Curva analitica do formaldeido em creme alisante obtida por imagens digitais

0,5000
0,4500
20,4000
j-g 0,3500
S 0,3000
o
‘QU 0,2500
E 0,2000
@ 01500
& 0,1000
0,0500
0,0000

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Volume formaldeido / mL

Fonte: Elaborada pela autora
A Figura 13 mostra a relagao entre os valores médios de densidade optica e

concentragdo de formaldeido, a partir da curva analitica, e a sua regressao linear

pela Equacédo 15: D.0.=1,06 V + 0,153 com R?= 0,981.

formaldeido

A fim de determinar a concentragao inicial do creme alisante foi resolvida a

—0,153

Equacéo 15, obtendo-se V Formaldeido | 1,06

| = 0,144 mL.

Portanto, para determinar a massa de formaldeido na amostra, utilizou-se a

Equacao 16.

__0,144mL x1000mg __
F 1000 mL = 0,144 mg

Portanto, a massa inicial de formaldeido corresponde a 0,144 mg presente
em 0,1 g de creme. Com isso, o percentual de formaldeido no creme alisante foi de
0,144%.

Os resultados comparados em percentual de formaldeido obtidos pela
imagem digital (0,144 %) e por espectrometria (0,149 %), correspondem a valores

muito semelhantes em magnificacdo, que indicam que a determinagdo de
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formaldeido a partir de GDME por imagem digital consiste num método eficiente de
analise.

4.5.2. Analise creme alisante obtida por cromatografia gasosa acoplada
espectrometria de massas

Os resultados obtidos por GC-MS, seguindo o método descrito no item 3.7

sao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Dados da curva analitica de formaldeido em esmalte obtido por cromatografia gasosa

Volume formaldeido / mL Média de area/ u.a. Desvio Padréo Precisao / %
0 4,20 x10* 1,16 x10° 2,77
0,0200 4,79 x10* 1,59 x10° 3,32
0,0400 5,50 x10* 5,26 x10° 0,956
0,0600 6,30 x10* 1,12 x10° 1,78
0,100 7,52 x10* 5,30 x10° 7,05
0,150 8,99 x10* 3,24 x10? 0,360

Fonte: Elaborada pela autora

Figura 14 - Curva analitica obtida por adigéo de padrao de formaldeido em creme alisante obtida por
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Fonte: Elaborada pela autora
A Figura 14 mostra a relagdo entre os valores médios de area e volume de

formaldeido, a partir da curva analitica e a sua regressao linear pela Equagéo 17:

Area =3,23.10°V +4,22.10* com R?= 0,997.

formaldeido

Para determinacao do volume inicial de formaldeido na amostra foi

2l —42247
extrapolada a regressao linear, obtendo-se V —_—

formaldeido = | 323549 | = 0,130 mL.
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A fim de determinar a massa de formaldeido na amostra de 1,00 mL,

utilizou-se a Equacéo 18.

_ 0,130mL x1000mg
F 1000 mL

= 0,130 mg (Equacéo 18)

Considerando que a aliquota de 1,00 mL vem de uma solugao de 25 mL, a
massa de formaldeido presente na solugao original é 25 vezes maior. Portanto a
massa de formaldeido é de 3,25 mg de formaldeido em uma amostra de 2050 mg
de creme alisante. Com isso, o percentual de formaldeido no creme alisante é de
0,16%.

4.5.3. Comparacao entre resultados de adulteragcao de formaldeido no creme
alisante

Segundo os parametros estabelecidos pela ANVISA, pela resolugdgo RDC
N°15, de 16 de Margo de 2013 (23), o formaldeido é permitido até 0,2% como
conservante em produtos n&o destinados a higiene oral. No caso do seu uso como
alisante de cabelos, segundo a ANVISA, ele é proibido.

Com isso, ambos os resultados observados pelo espectrofotbmetro, imagens
digitais e cromatografia gasosa acusam uma porcentagem de formol ngo liberada.

Levando em consideragdo o resultado obtido por cromatografia gasosa, o
valor exato de porcentagem de formaldeido na amostra de creme alisante, os erros
encontrados por espectrofotometria e smartphone, respectivamente, sdo 6,87% e

10%.

Valor aproximado — Valor exato
Erro = l “ | x100
Valor exato

Com isso, conclui-se que o uso do dispositivo de microextracao por difusao
gasosa impresso 3D, apresenta uma eficiéncia de extragdo préxima ao método de

referéncia, a cromatografia gasosa. Além disso, acoplado com o sistema de



detecgao por

portabilidade.

smartphone,

possui
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beneficios por seu baixo custo e alta
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5. CONCLUSAO
O projeto resultou no desenvolvimento de um protétipo impresso em 3D otimizado
para a microextragdo por difusdo gasosa (GDME). As anadlises por
espectrofotometria e por imagens digitais via smartphone em diferentes tipos de leite
produziram curvas analiticas com boa linearidade e repetibilidade, destacando a
maior extragdo no leite integral UHT devido ao menor teor de agua, facilitando a
interacdo do formaldeido. Além disso, observou-se semelhangas entre os leites
desnatado e zero lactose, possivelmente pelas caracteristicas fisico quimicas das
amostras serem semelhantes, como o teor de sodio e calcio. Testes estatisticos
(Anova, Teste F e Teste t) confirmaram a equivaléncia e exatiddo dos dados obtidos
por ambas as técnicas, validando o método do smartphone em comparacdo ao
espectrofotbmetro. A aplicacdo do método também permitiu quantificar o
formaldeido em um creme alisante por espectrofotometria, imagens digitais e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os resultados,
respectivamente, indicaram um percentual de formaldeido na amostra de 0,149%,
0,144% e 0,16%. Conclui-se que o dispositivo impresso 3D acoplado ao
smartphone oferece uma alternativa reprodutivel, sensivel, portatil e de baixo custo,

com resultados comparaveis aos de equipamentos laboratoriais robustos.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Para trabalhos futuros, € possivel pensar além da impressdo 3D do
dispositivo de microextragdo por difusdo gasosa, mas também a impresséo de todo
o restante do sistema de extracdo, incluindo o banho termostatico e o
espectrofotometro. Com isso, o sistema completo pode ser desenvolvido conforme
as especificacdes necessarias da analise e também proporciona uma extracdo com
menor custo e mais acessivel, substituindo completamente o uso de equipamentos

laboratoriais robustos e de dificil portabilidade.
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