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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O baixo custo associado ao fotometro e sua facil customizagao permitem seu uso nos
laboratérios de ensino em quimica. Quando alimentado por baterias, o fotometro possui a

portabilidade necessaria para anélises quimicas em locais sem energia elétrica.

A grande possibilidade de customizacao das GDMEs produzidas por impressao 3D

permite a otimizacao dos dispositivos para diferentes tipos de amostras.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The low cost associated with the photometer and its easy customization allow its use
in teaching laboratories in chemistry. When powered by batteries, the photometer has the

necessary portability for chemical analyses in places without electricity.

The great possibility of customization of GDMEs produced by 3D printing allows the

optimization of devices for different types of samples.
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“O que prevemos raramente ocorre; o que menos esperamos geralmente acontece.”

(Benjamin Disraeli)



Resumo

Formaldeido é uma substancia enquadrada no grupo de substancias carcinogénicas em
humanos (Grupo 1) da Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer (IARC), sendo
utilizado em tintas, colas, vernizes, madeira prensada, cosméticos, alimentos, entre outros
produtos. Os métodos oficiais de anélise recomendados pelas agéncias regulatérias nacionais
(ANVISA e MAPA) utilizam solventes nao-verdes e geram grande quantidade de residuos.
A proposta desta pesquisa inclui a criagdo de um fotémetro e dispositivos de microextracao
por difusdo gasosa (GDME) impressos em 3D que possuam baixo custo. Foram propostos
dois modelos de GDME para serem produzidos por impressoras do tipo FDM e SLA.
O fotémetro desenvolvido foi capaz de analisar formaldeido numa faixa linear entre
0,250 mg L~ e 5,00 mgL~! por meio de sua reacao com acetilacetona, com limites de
quantificacdo e deteccao de 0,122 mgL~! e 0,0403 mgL~!. Quando determinado em
amostras de esmalte infantil, foi observado concentracao de 0,00122% para a GDME
impressa em FDM. Em amostras comerciais de creme alisante foi determinado formaldeido
em concentracoes de 0,124% quando utilizado a GDME impresso e 0,160% para o método
HS-GC-MS. Foram otimizadas variareis, utilizando o planejamento fatorial Box-Behnken
na determinacao de formaldeido em diferentes amostras de leite (integral, semidesnatado,
desnatado). Ao final deste estudo, foi obtido um fotémetro de baixo custo capaz de realizar
determinacao de formaldeido; Os dispositivos de GDME impressos foram capazes de

quantificar formaldeido, gerando menor impacto ambiental.

Palavras-chave: Formaldeido. Baixo Custo. Microextracao por Difusao Gasosa. Leite.

Cosméticos.



Abstract

Formaldehyde is a substance classified as carcinogenic to humans (Group 1 by the IARC),
used in products such as paints, adhesives, varnishes, pressed wood, cosmetics, and food.
Official analysis methods recommended by national regulatory agencies (ANVISA and
MAPA) use non-green solvents and generate a significant amount of waste. The proposal
of this research includes creating a photometer and gas diffusion microextraction devices
(GDME) printed in 3D, which are low-cost. Two GDME models were proposed to be
produced by FDM and SLA printers. The developed photometer was capable of analyzing
formaldehyde in a linear range between 0.250 mg L~ and 5.00 mg L~! through its reaction
with acetylacetone, with quantification and detection limits of 0.122 mg/L and 0.0403
mg/L, respectively. When determined in samples of children’s nail polish, a concentration
of 0.00122% was observed for the GDME printed in FDM. In commercial samples of hair
straightening cream, formaldehyde was determined in concentrations of 0.124% when using
the printed GDME and 0.160% for the HS-GC-MS method. Variables were optimized using
the Box-Behnken factorial design in the determination of formaldehyde in different milk
samples (whole, semi-skimmed, skimmed). At the end of this study, a low-cost photometer
capable of determining formaldehyde was obtained; the printed GDME devices were able

to quantify formaldehyde, generating less environmental impact.

Keywords: Formaldehyde. Low Cost. Gas Diffusion Microextraction. Milk. Cosmetics.
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1 Introducao

1.1 Formaldeido

Formaldeido é uma molécula simples, contendo um atomo de carbono ligado a um atomo
de oxigénio e dois atomos de hidrogénio. Apontado como uma das primeiras substancias
no universo [13], apareceu na literatura académica pela primeira vez em 1859, durante o
trabalho de Alexander M. Butlerov na sintese do metileno glicol [14]. Sua estrutura sé
foi elucidada em 1868 por August W. von Hofmann [15], percorrendo vapores de metanol

sobre um fio de platina aquecido.

A Tabela 1 resume algumas das propriedades fisico-quimicas do formaldeido. Em
temperatura ambiente é um gés e seus vapores sdo mais densos que o ar [16]. Normalmente
comercializado em solugdo aquosa 37 a 50 % (m/v) com adi¢ao de metanol 6-12 % para
evitar polimerizacao [17]. Quando puro, tende a se polimerizar exotermicamente podendo
ocorrer igni¢ao [18]. Sua decomposigio é considerada lenta na auséncia de catalisadores
até 300 °C [19].

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do formaldeido.

Principais caracteristicas fisico-quimicas do formaldeido

Ponto de fusao -92 °C

Ponto de ebuli¢ao -19,5 °C

Solivel em Etanol e cloroférmio
Solubilidade em dgua 4,00 x 10° mgL~! a 20 °C
Miscivel em Eter, acetona e benzeno
Pressao vapor 3,890 mm Hg a 25 °C
Temperatura de autoignicao 430 °C

pKa 13.3 (em 25 °C)

A producao de formaldeido é realizada a partir da oxidacao catalitica do metanol desde
1889 [20]. Atualmente existem trés vias de producdo. O primeiro utiliza ar atmosférico e

metanol na presenga de 6xido de molibdénio [21].

CH;0H +1/2 O,

HCHO+H,0 AH = -156 kJ [22] (1.1)

O segundo método utiliza catalizador de prata Ag(110) [23].

CH;0H + 1/2 O,

HCHO+H,0 AH; = -156 kJ [22] (1.2)

CH;0H HCHO+H, AH, = 85 kJ [22] (1.3)
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O terceiro método utiliza a oxidagao parcial do metano, produzindo também metanol
[24].

CHy +1/2 O,

CH;0H + 1/2 O,

HCHO-+H,0 AH = -350 kJ [24]
(1.4)

1.2 Principais Usos

As primeiras publicagoes utilizando formaldeido estavam relacionadas a desinfeccao,
tratamentos clinicos e conservacao de alimentos. Em menor quantidade, eram publicados
métodos de identificacao e relatos a respeito de sua toxicidade. Devido a falta de conheci-
mento a respeito de sua toxicidade, foi testado no tratamento de acne rosécea [25], rinite
atrofica [26] e laringite tubercular [27]. Suas propriedades antissépticas foram relatadas
em 1886 por Loew [28] e 1889 por Fischer [29], outros pesquisadores que trabalharam com
formaldeido neste mesmo periodo sao citados por C. Slater [30]. Durante esse periodo, o

principal uso era como agente de embalsamamento e conservante médico [13].

Em 1907, Leo H. Baekeland desenvolveu a primeira resina sintética, a baquelite (PF)
[31]. Apelidado de "material de mil usos', a resina a base de formaldeido e fenol foi utilizada
em cabos de facas, telefones, na industria automotiva, radios e outros produtos [32]. Porém,
caiu em desuso no meio do século por preocupacoes de saude e ambientais relacionadas
aos seus precursores [33]. Outra resina de grande producao é ureia-formaldeido (UF). As
primeiras pesquisas na reagao de condensagao entre ureia e formaldeido iniciaram em 1884
[34]. Carl Goldschmidt, em 1896, obteve um precipitado amorfo [35]. Até que Hanns John
depositou sua patente em 1919 [36]. A melamina, substancia derivada da ureia, gera uma
resina muito utilizada em embalagens alimenticias e utensilios de cozinha [37], isolamento,
retardante de chama, MDF e MDP [38].

Em 2023, a produgao global de formaldeido foi de 49 milhdes de toneladas [39],
movimentando um mercado de aproximadamente 9 bilhoes de ddlares [40]. A maior
aplicacao do formaldeido é a producao das resinas PF e UF, responsaveis por quase 60 %
do mercado global [41]. Sendo utilizadas como agente de secagem, em fibras, plastificantes,
resinas e solventes, nos setores agricola, automotivo, construcao e edificagao, produtos
quimicos, mobilia, assisténcia médica, 6leo e gas, téxtil, cuidados pessoais e cosméticos
40].

1.3 Locais de Exposicao e Sintomas

Em 1900, surgiram os primeiros relatos de intoxicagao [42], recomendando seu manuseio

com cuidado e classificado como seguro. Em 1900, na cidade de Chicago, 1000 criancas
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morreram por ingerir leite adulterado com formaldeido [43]. No ano seguinte, surge uma
publicacao que relata com maior precisao os reais efeitos do formaldeido na satide humana
[44]. Em 1905, M. H. Fischer faz a primeira referéncia ao formaldeido como veneno e

estabelece a dose letal de 8,0 mgkg ™" em ratos [45].

Os locais de exposigdo mais comuns sdo ambientes internos [46], em que o formaldeido
é liberado de colas, resinas, vernizes, tintas, produtos de madeira prensada (MDF, MDP
e compensado), fumaga de tabaco, lareira e exaustao de veiculos [47]. A exposigao ao
formaldeido pode causar irritagdo nos olhos, nariz e garganta, maiores doses podem causar
tosse ou engasgo, e exposigoes severas podem causar morte [48]. Desde 1981 o formaldeido
é listado como uma substancia carcinogénica com base em estudos com animais [49]. Estao
associados a exposicao ao formaldeido os canceres dos seios paranasais, cavidade nasal,

nasofaringe e leucemia mieloide [50].

1.4 Formaldeido em alimentos

Nos alimentos de origem animal e vegetal, o formaldeido ocorre naturalmente pela
oxidagao do metanol [51]. Nos vegetais, a principal fonte de metanol é a pectina [52], e em
menor quantidade é gerado pela desmetilagio do DNA, RNA e proteinas [51]. Em animais
(gado e aves), o metanol é produzido pela desmetilagao do DNA, RNA| histona e também
da pectina contida nos vegetais de sua alimentagao [51]. O formaldeido pode ser gerado
diretamente pela desaminacao de metilamina, oxidacao de glicina e sistema de clivagem
da glicina [53]. Os niveis normais foram tabelados pela OMS e pelo Centro de Seguranga
Alimentar e sdo apresentados na Tabela 2, entre eles, shitake e pera sao os alimentos que
mais possuem formaldeido. Sua concentracio varia entre 1 mgkg ™" presente no leite de
cabra e camarfo, até 406 mgkg ™' presente no shitake. O processamento de alimentos
pela industria pode gerar formaldeido usando carboidratos, lipideos, acido ascorbico e

aminodcidos como precursores [51].

A adulteragao de alimentos utilizando formaldeido deve-se a sua propriedade antimi-
crobiano, aumentando o prazo de validade ou tempo de prateleira. Em leite, o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em seus métodos oficiais ndo permite
a presenca de formaldeido, exigindo: "reportar positivo caso seja detectada a presenca de
formaldeido na amostra e negativo em caso contrario"[54]. A adulteracdo é considerada
crime contra a satude publica, inserido nos artigos 272, 274 e 277 do codigo penal brasileiro
[55].
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Tabela 2 — Valores tabelados de formaldeido encontrado naturalmente em alimentos. Adap-

tado de [9, 10].
Tipo de Alimento Concentracao (mgkg ™)
>Macga 6,3-22,3
Damasco 9,5
Banana 16,3
Beterraba 35
Vegetais de bulbo (ex. cebola) 11,0
Repolho 5,3
Cenoura 6,7-10
Couve-flor 26,9
Pepino 2,3-3,7
Uva 22,4
Cebolinha 13,3-26,3
Couve-rabano 31
Pera 38,7-60
Ameixa 11,2
Batata 19,5
Espinafre 3,3-7,3
Tomate 5,7-13,3
Melancia 9,2
Rabanete Branco 3,7-4,4
Shitake (seco) 100-406
Shitake 6-54,4
Carne de vaca 4,6
Porco 9,8-20
Ovelha 8
Frango 2,5-5,7
Produtos de carne processada (presunto e salsichas) <20,7
Paté de figado <11,9
Leite de cabra 1
Leite de vaca <3,3
Queijo <3,3
Peixe carvao do pacifico 4,6-34
Camarao (cru) 1-2/4
Lula 1,8
Crustaceos 1-98
Bebidas alcoolicas 0,02-3,8
Refrigerantes 8,7
Café coado 3,4-4,5
Café instantaneo 10-16

Xarope <1-1,54
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1.5 Formaldeido em Cosméticos

A legislagao brasileira, por meio da RDC N° 15, de 26 de margo de 2013, permite
a utilizacao de formaldeido em produtos para higiene pessoal, conforme apresentado
na Tabela 4 [12]. Em produtos de higiene, é permitido com a fungao de conservante, e
em esmaltes possui a fun¢ao de endurecer as unhas. O rétulo dos produtos deve conter
formaldeido apenas em concentracoes superiores a 0,05%, e proibido o uso em aerossois
e sprays. A industria de cosméticos utiliza compostos liberadores de formaldeido para
conservar seus produtos a base de agua. A Tabela 3 apresenta os produtos e os ingredientes

liberadores de formaldeido.

Tabela 3 — Tipo de cosméticos e conservantes que liberam formaldeido. Adaptado de [11]

Encontrado em: Procurar no rétulo

Esmalte Formaldeido

Cola para unhas Quaternium-15

Cola para cilios DMDM hidantoina

Gel de cabelo Imidazolidinil ureia

Produtos para alisar o cabelo Diazolidinil ureia

Xampu para bebé Ureia de polioximetileno

Sabonete corporal Hidroximetilglicinato de s6dio

Body wash 2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol (bronopol)
Cosméticos coloridos Glioxal

A liberacao de formaldeido é diferente para cada molécula. A molécula do Quaternium-
15, representada na Figura 1, mostra que as moléculas de formaldeido estao ligadas
aos atomos de nitrogénio, sua liberagdo ocorre através da reagao de Delépine [56]. J4 o
DMDM hidratonina, representado na Figura 2, imidazolidinil ureia, diazolidinil ureia,

hidroximetilglicinato de s6dio, bronopol, e glioxal, liberam formaldeido ao se decomporem.

Figura 1 — Representagdo da molécula de Quaternium-15. Fonte: Hairui Chemical.
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Figura 2 — Representacao da molécula de DMDM hidratoina.
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Tabela 4 — Legislagao brasileira para o uso de formaldeido e paraformaldeido em cosméticos - RDC N° 15, de 26 de margo de 2013 [12].

Campo de Aplicagao Concentragao Maxima

N"ORD - Substancia e/ou Utilizagao Autorizada no Produto Final

0,1% (em produtos de higiene oral)

2 Formaldeido e paraformaldeido Conservante 0,2% (putros produtos nao destinados & higiene oral)
(expresso como formaldeido)
3 Formaldeido Produtos para endurecer as unhas 5% calculados como formaldeido

Condigoes de Uso e Adverténcias

t Limitaco i t ,
Outras Limitagoes e Requerimentos que Devem Constar no Rétulo

Contém formaldeido (somente

para concentracoes superiores

a 0,05% no produto final)

1) Proteger as cuticulas com 6leos

2) Contém formaldeido (somente

para concentragoes superiores a 0,05% no produto final)

Proibido em sistemas pulverizaveis
(como aerosséis e sprays)

‘7 omdny)

pOLIUT

onon

14
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1.6 Principais Métodos de Determinacdao do Formaldeido

Com o aumento do uso de formaldeido, também foram pesquisadas reagdes capazes de
identificd-lo. Em 1897, comegam a surgir os primeiros trabalhos de determinacao em leite
[57]. B. M. Pilhashy publicou um compilado de reagoes em 1900 [58], em 1901 A. G. Craig
classifica as reagoes em rela¢ao aos seus mecanismos [59], em 1903 B. H. Smith publica a

primeira comparacao entre diferentes métodos nao instrumentais [60].

1.6.1 Acetilacetona

Em 1952, Nash publica o primeiro trabalho utilizando acetilacetona na determinacao
de formaldeido [61]. A reacao colorimétrica ocorre em pH préximo de 6, com absorbancia
maxima no comprimento de onda de 412 nm. O método é baseado na reacdo de Hantzsch,
que em 1881 pesquisava sinteses simples de bases semelhantes a piridina [62]. Em 1963,
Sidney Belman demonstrou que essa reacao possui fluorescéncia, quantificando formaldeido
entre 0,005 a 0,97 pLmL™"' [63], a emissdo de fluorescéncia ocorre em 510 nm [65]. Os
interferentes conhecidos dessa reacao sao o acetaldeido, aminas, polimeros de formaldeido,

periodato, e sulfitos[66].

O mecanismo de reagao é dividido em trés partes. A primeira parte (Figura 3) é
a condensacao de Knoevenagel, em que a amoénia proveniente do equilibrio do tampao
desprotona o hidrogénio alfa da acetilacetona. A molécula resultante possui equilibrio
ceto-enol, e a ligacao dupla da forma ceto se liga ao carbono do formaldeido. A ligacao
dupla da carbonila do formaldeido é quebrada e é adicionado um préton. A densidade
eletronica do oxigénio causa transferéncia de proton do carbono acido da acetilacetona. A
eliminagao da molécula de dgua restabelece a ligagao dupla da carbonila e é estabelecida
uma ligacao dupla no carbono adicionado a molécula de acetilacetona, formando a 3-

metilidenopentano-2,4-diona.
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Figura 3 — Mecanismo da Condensagao de Knoevenagel da reagao do formaldeido [1].
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A segunda parte da reacao, representada na Figura 4, é a formacao da enamina. Ocorre
quando um par de elétrons do oxigénio da acetilacetona se liga a um préton. Em seguida,
uma molécula de amonia se liga ao carbono da carbonila protonada. Por transferéncia de
préton, um hidrogénio da amonia é transferido ao oxigénio e eliminado, estabelecendo

uma ligacao dupla pela perda de um hidrogénio do carbono alfa.

Figura 4 — Mecanismo de formagao da enamina [1].
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O produto final, 3,5-diacetil-dihidrolutidina (também conhecido na literatura por
DDL), é formado pela reagao da 3-metilidenopentano-2,4-diona e da enamina (Figura
5). O anel formado pela ligagdo dupla da enamina ligando-se ao grupo metileno da 3-
metilidenopentano-2,4-diona e a ligacao dupla de uma carbonila desprotona a enamina.
Em seguida, um préton é eliminado do carbono alfa préximo a imina e sua ligagdo dupla
estabelece ligacdo com o carbono da hidroxila. A hidroxila é protonada e eliminada,

estabelecendo uma dupla ligacao do carbono alfa préximo da carbonila.
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Figura 5 — Mecanismo de formagao do DDL [1].

1.6.2 Acido cromotrépico

A reacao estudada por Edwin Eegriwe foi publicada pela primeira vez em 1937 [67].
Nela, o acido cromotropico reage com o formaldeido em meio fortemente acido, formando
um cromégeno (Figura 6) de absorgdo méxima em 570 nm [68]. A reagao é utilizada pelo
MAPA [54] e pela ANVISA [69] como método oficial para analise de produtos de origem

animal e no controle de qualidade de cosméticos.

Figura 6 — Rea(;ao entre o formaldeido e ac1do cromotrépico. Adaptado de [2].
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1.6.3 2,4-DNPH

Sua reagao com formaldeido foi relatada pela primeira vez em 1894 por Purgotti em
seus estudos com os derivados da 2,4-dinitrofenilhidrazina [70]. A 2,4-DNPH ¢é capaz
de reagir com aldeidos e cetonas [71], ndo sendo seletiva para formaldeido. A Figura 7
apresenta a reacao do 2,4-DNPH com o formaldeido, possuindo absorcao maxima em 365
nm [72]. Sua falta de seletividade e a complexidade certas matrizes (leite, cosméticos, ar
atmosférico, meio biologico) fazem com que seja necessario utilizar técnicas cromatograficas
para separar os diferentes aldeidos e cetonas [73, 74, 75, 76]. A reacao é realizada em meio
acido, podendo utilizar acetonitrila como solvente [77] ou realizar a rea¢ao em meio aquoso

e, apds evaporagao, diluir em acetonitrila para andlise em HPLC [78].
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Figura 7 — Reagao entre o formaldeido e 2,4-DNPH. Adaptado de [3].
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1.6.4 Qutros métodos

Também é possivel realizar a determinagao colorimétrica de formaldeido utilizando
os reagentes: 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH) [79], acido 6-amino-1-naftol-
3-sulfénico (J-acid) [80], e reagente de Shiff [81]. Outras técnicas analiticas podem ser
usadas, por exemplo: voltametria por corrente alternada, potenciometria, titulometria,

espectrofotometria, entre outros [82].

1.7 Espectrofotometria de Absorcao Molecular

O funcionamento do fotometro é baseado na capacidade que algumas substancias
possuem em absorver radiagao visivel e ultravioleta do espectro eletromagnético (380 a
750 nm) e a quantidade absorvida é relacionada a concentragao do analito [83]. A relagdo
entre a radiacao monocromatica absorvida e a concentragao do analito é dada pela lei de
Lambert-Beer, em que a absor¢ao é diretamente proporcional a concentragao do analito

(c) e ao caminho 6ptico (b) [84].

A= —log(g)) = abc (1.5)

A construcao bésica de um fotometro consiste em uma fonte de radiacao eletromagnética,
seletor de comprimento de onda, detector e leitura do sinal. Como fonte de radiacao
eletromagnética, serd utilizado LED, que ¢ considerado uma fonte semi monocromatica por
possuir largura espectral efetiva entre 20 a 50 nm [85]. A pequena faixa da largura espectral
efetiva dos LEDs possibilita realizar analises sem o uso de monocromador, simplificando e
reduzindo custos da construcao do fotémetro [85]. A deteccao ¢é feita por fotodiodo, que

sao dispositivos capazes de gerar corrente elétrica quando incide radiagao eletromagnética

84].

As portas analdgicas do Arduino registram a tensao elétrica, portanto, é necessario
converter a corrente gerada pelo fotodiodo para tensao elétrica e amplificar seu sinal por

meio de um circuito amplificados. No Arduino, a tensao é convertida em bits e exibida no
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Monitor Serial. A conversao dos valores em bits para absorbancia é possivel pela Equacao
1.6.

A = —log(Leitura amostra/ LEItUraganco) (1.6)

1.8 Dispositivos miniaturizados

“A comunidade cientifica tem observado, nas ultimas décadas, o surgimento, o
crescimento e a consolidacdo de uma nova tendéncia mundial: a miniaturizacdo.
Em diferentes ramificagoes da ciéncia € comum, e cada vez mais necessario, o

uso de dispositivos miniaturizados.” [4]

Embora a citagdo acima seja de 2006, a frase ainda ¢é valida. Realizando a mesma busca
apresentada no trabalho de Coltro. et. al [4], a Figura 8 apresenta notavel o aumento do
nimero de publicacoes relacionadas a miniaturizagao apds 2006. Pode-se dizer que o inicio
da miniaturizagdo ocorreu em 1958, com a invengao do primeiro circuito integrado (CI)
[86], que ao chegar no mercado possibilitou a substitui¢ao de valvulas e transistores por Cls
de menor dimensao e maior eficiéncia energética. Posteriormente, a criacao de dispositivos
SMD reduziu a dimensao de resistores, capacitores, transistores, diodos, indutores e

circuitos integrados.

No cotidiano, é possivel observar a miniaturizagao em aparelhos celulares, notebooks,
televisores. Em laboratérios, a miniaturizacao reduziu a dimensao de equipamentos,
possibilitando sua portabilidade, aumentou suas fungoes, melhorou a qualidade da resposta
analitica e diminuiu o tempo de aquisicao do sina analitico. Sao exemplos de dispositivos
miniaturizados na area quimica os sistemas lab-on-a-chip, usados em diagnésticos clinicos,
analise de alimentos e ambiental, estudos de descoberta e distribuicao de medicamentos
87].
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Figura 8 — Evolugao do ntimero de publicagoes relacionadas aos microssistemas analiticos
entre 1990 e 2024. Pesquisa realizada na “Web of Science” com as seguintes
palavras-chave: “lab on a chip, total analysis system, microchannels, fluidic
microdevices, microfluidic devices, minuaturized system, electrophoresis micro-
chip, electrophoresis, planar chips e micromachined systems”. Adaptado de [4].
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1.8.1 Componentes eletronicos
1.8.1.1 LEDs

LEDs sao semicondutores, que possuem uma Unica juncao p-n e emitem radiacao
pelo processo de eletroluminescéncia [88]. Eletroluminescéncia é o fenémeno de emissao
de radiacao que ocorre quando uma corrente elétrica atravessa um semicondutor. Esse
processo é conhecido desde 1907, quando Henry J. Round realizou a primeira publicacao,
porém o cristal utilizado (SiC) possufa baixa eficiéncia energética [89]. Apenas no inicio da
década de 1960 foi produzido o primeiro LED (vermelho) a ter uso comercial e usado apenas
como indicador. A partir dos anos 1970, LEDs com menores comprimentos de onda foram
introduzidos no mercado, mas apenas em 1993 o primeiro LED azul foi produzido [90].
A partir da fabricacdo do LED azul, foi possivel a fabricacdo do LED branco, utilizando
LEDs nas cores vermelho, verde e azul (RGB), ou utilizando um LED azul e recobrindo
de fésforo. O controle na deposigao de fésforo permite diferentes temperaturas de cor [88],

variando seu espectro continuo.

Atualmente, LEDs sao utilizados na iluminagao urbana, seméaforos, luz automotiva,
flash em cameras fotograficas, controle remoto, sinalizacdo, telas de TV /Computador,
entre outros [91]. A Figura 9 apresenta os LEDs com diferentes comprimentos de onda

fabricados pela empresa Mightex.
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Figura 9 — LEDs com diferentes comprimentos de onda disponiveis no mercado [5].
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New LED wavelengths are continually added to the portfolio. Please visit www.mightexsystems.com for updated list.

1.8.1.2 Fotodiodos

Fotodiodos sao semicondutores de jungao p-n capazes de converter luz em corrente
elétrica. Os semicondutores do tipo n sdo, normalmente, cristais de silicio dopados com
atomos fosforo que geram excesso de carga negativa no cristal. Os semicondutores do tipo
p sao cristais dopados com boro, gerando excesso de carga positiva no cristal. A jungao
dos cristais p-n gera uma regiao de deplecao, possuindo poucos portadores de carga. A
energia luminosa ¢ detectada pelo dispositivo, causa a criacao de novos buracos e elétrons,

gerando uma corrente elétrica na jungao p-n [92].

1.8.1.3 Amplificador operacional

Amplificadores operacionais, ou amp-op, sao circuitos integrados (CI) que realizam
operagbes matematicas (por exemplo: adi¢do, multiplicagao, logaritmo). Foram inventados
na época das valvulas, e a partir da década de 1960, passaram a fazer parte de um circuito
integrado. Conforme o projeto elétrico adjacente, os amp-ops podem funcionar como

amplificadores, osciladores, reguladores, retificadores [93].

1.8.1.4 Arduino e Raspberry Pi

Arduino é uma plataforma baseada em codigo aberto que consiste em um hardware
baseado em um microcontrolador contendo principalmente entradas e saidas, analdgicas e
digitais, e um software que envia a programagao desejada para que o microcontrolador
realize a tarefa desejada. A plataforma se destaca pela sua versatilidade em diversos
projetos, custo, facilidade de programagao para iniciantes [94]. Seu site oferece facil acesso

a um guia pratico para iniciantes comecarem do zero e apoio aos usuarios mais avancados.
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Atualmente, a plataforma possui destaque na instrumentacao quimica pela sua porta-
bilidade, facilitando a criacao de instrumentos que consigam realizar analises in loco. Além
disso, possui médulos de Wi-Fi e GPS que podem ser adicionados ou ja saem de fabrica
em alguns modelos mais modernos, possibilitando o monitoramento em tempo real. Em
uma rapida pesquisa na base de dados Scopus com a palava "Arduino', foram encontrados

593 documentos apenas na area quimica.

Por mais versateis sao as aplicagoes do Arduino, na area de analise quimica, ele
esta limitado a controlar algumas fungoes dos dispositivos e apresentar os resultados de
analise, seja em um computador ou display. Em contrapartida, o Raspberry Pi é um
computador completo. Normalmente roda um sistema operacional proprio baseado em
Linux, mas é possivel utilizar outros sistemas operacionais baseados principalmente no
Linux, possibilitando o tratamento de dados no local em que as amostras sao coletadas
[95] [96]. Além disso, é possivel a utilizacdo de médulos iguais ao Arduino (Wi-fi, GPS,
Bluetooth, acelerémetros, controladores, entre outros), e por se tratar de um sistema
operacional, possui portas USB e HDMI. Sua desvantagem é o preco substancialmente
mais caro comparado ao Arduino, e a auséncia de portas analdgicas para a aquisi¢ao
do sinal analitico, tornando necessario utilizar um circuito de conversao desse sinal para
digital.

1.9 Impressao 3D

Impressao 3D é a nomenclatura mais comum para referenciar o processo de fabricacao
chamado manufatura aditiva, que surgiu no final da década de 1980 e é definida pela adicao
sucessiva de material na forma de camadas usando uma representacdo computadorizada

tridimensional do objeto a ser impresso [97] [98].

Com base em Lira (2021), uma breve linha do tempo dos avangos tecnolégicos que
culminaram na impressao 3D que conhecemos atualmente, podemos citar Francois Willerme,
que em 1860 utilizava a técnica de foto escultura para criar representagoes rudimentares
em 3 dimensoes. Em 1922, Frederick Hutchison Monteath utilizava processos fotomecanicos
para a producao de baixos-relevos e cobrimento de bronze. Em 1933, Isao Morioka utilizava
fotoescultura e topologia no processo de reproducao de objetos. Diversas outras pesquisas
ocorreram, até que em 1983 surge 3D Systems, a primeira empresa de fabricacao 3D
utilizando laser em uma resina liquida. Em 1985 foi fundada a Heliysis, empresa que
produzia pecas sobrepondo folhas de papel e corte a laser. Em 1987, a DTM utilizava
a técnica de SLS (sinterizagao seletiva via laser). Em 1990, Scott Crump desenvolve o
processo FDM (Modelagem de Deposicao Fundida), o processo de impressao 3D mais
popular atualmente. Em 1991, a Soligen usava a estratégia de 3DP (Impressao 3D). O

primeiro equipamento de impressao 3D foi patenteado em 1993 por professores do MIT
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[97].

Atualmente existem 7 técnicas de impressao 3D: extrusao de material, polimerizacao
em cuba, fusdo em Leito de pd, jateamento de encadernacgao, deposicao dirigida de energia,
laminacao de folhas [99]. Dominam o mercado as técnicas de extrusdo de material e

polimerizacao em cuba, em especial FDM e SLA [100].
Em 2015, o setor de educagao e pesquisa correspondia a 9% (WOHLERS, 2015) dos

setores que utilizavam manufatura aditiva. Uma porcao pequena de um mercado que
é esperado valer USD$ 35,6 bilhoes em 2024 [101], e é considerado pela revista The
Economist como a terceira revolucao industrial devido a possibilidade de fabricagao de
pecas complexas, e que outros tipos de processos de manufatura teriam dificuldades ou

nao conseguiriam fabricar [98].

Volpato (2021) lista as seguintes vantagens das técnicas de manufatura aditiva:

o Geometrias impossiveis em outras técnicas de manufatura torna-se possivel.
o Pouco desperdicio de material e utilizacao eficiente de energia.

« Dispensa de dispositivos de fixacao na plataforma de construcao.

o Nao requer ferramentas diferentes desde o inicio até o fim do processo.

o Um tnico equipamento realiza a fabricacao completa.

o Por trabalhar no plano X-Y, os calculos de trajetérias sao mais simples.

« Rapidez na obtencao de protoétipos, principalmente os mais complexos.

1.10 Microextracao gasosa por camada difusa - GDME

A microextracao gasosa por camada difusa é uma técnica de extracao utilizada para
analitos volateis e semi-volateis. O dispositivo desenvolvido e patenteado por pesquisadores
da Universidade do Porto [102] permite a andlise de amostras liquidas e sélidas. A
versatilidade dessa técnica permite a analise de amostras sélidas sem tratamento prévio, e
quando realizada uma reacao de derivatizagao é possivel melhorar a eficiéncia da extracao,

bem como a seletividade [103].

Seu funcionamento, ilustrado pela Figura 10, consiste em uma cadmara para armazenar
a amostra e volatilizacao do analito (headspace), uma membrana extratora (hidrofébica)
que permite a passagem do analito por difusao, e por ultimo, uma solugdo aceptora retém
o analito. O principio do método, como descrito pelo seu proprio nome, utiliza a difusao
gasosa aliada a microextracao [104] para realizar anélises quimicas. Durante a extracao,

diferentes equilibrios quimicos sao estabelecidos.
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Figura 10 — Exemplo de GDME aplicado na extracao de compostos cabonilicos em cortica.
Adaptado de Determinagao de Compostos Carbonilicos em Aglomerados de
Cortica por GDME-HPLC-UV: Identificagao dos Compostos Extraidos por
HPLC-MS/MS [6].
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O primeiro equilibrio, entre amostras liquidas e o headspace, é explicado pela lei de
Henry (Equacgao 1.7). Que para solugoes reais em baixas concentragoes, a pressao de vapor
da substancia pura é substituida por uma constante determinada experimentalmente Kp,

e multiplicada pela fragdo molar xg.

PBszKB (17)

O segundo equilibrio ocorre no headspace. Considerando que as GDMEs sao colocadas
sob aquecimento para facilitar a volatilizacao do analito, uma corrente convectiva é formada
pela evaporacao do solvente e pelo aumento da pressao do ar contido no headspace. A
Equacao 1.8 represente a concentracao do analito (¢) em fungdo do tempo (t) em um
determinado comprimento (x) do headspace, considerando a difusdo do analito (D) e a

convecgao do solvente (v) [105].

de Dﬁzc oc

O terceiro equilibrio ocorre entre o headspace e a solucao aceptora, separados por uma
membrana hidrofébica de PTFE, mas que permite a passagem de gases. O PTFE sendo
um polimero, a difusdo do analito (D a,e) ocorre por um processo de estado ativado, e é
representada pela Equagao 1.9 [106]. Os termos Dy e QQ sdo constantes que variam para

cada tipo de gas e material da membrana.

D ame = DOei% (19)

Com o analito na solu¢ao aceptora, o equilibrio é descrito pela lei de Fick (Equacgao
1.10). Nela, o fluxo por unidade de &rea (J) é relacionado ao coeficiente de difusao (D) do

analito no solvente em funcao da concentragao (c) e altura da solugao (x) [105]. Quando
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adicionado derivatizante a solugao aceptora, um ultimo equilibrio quimico ocorre. A reacao
entre o analito e o derivatizante diminui a concentracao de analito em solugao, permitindo
a difusao de mais analito através da membrana. A extragao é finalizada quando todos os

equilibrios fisicos-quimicos sao atingidos.

de

J=—-D—
dx

(1.10)

Baseado nas Equagoes apresentadas, diversos fatores podem influenciar nas extragoes.
A interacao do analito com sua matriz pode dificultar a sua volatilizacdo. Neste caso,
o aumento da temperatura e a adigao de acido ou sais promovem melhor volatilizacao.
O volume do headspace aumenta a volatilizacao do analito, e também o tempo para
estabelecer o equilibrio. O tipo de material da membrana hidrofébica possui interagdo com
o analito, alterando sua difusdao, bem como o tamanho de seus poros e sua altura. Maiores
volumes de solucao aceptora/derivatizante permitem maior fluxo de analito, mas também

pode diminuir sua concentragao e reduzir consequentemente o sinal analitico.

A producao dos dispositivos de GDME ¢ feita de modo manual, a partir de uma barra
de PTFE desbastada em torno mecanico. Também ¢é possivel produzir em PTFE a tampa
do recipiente, que utiliza um o-ring para encaixe da GDME. A producao manual das
GDMEs faz com que seu custo seja elevado (aproximadamente R$ 150 por unidade) e a

variagao de suas dimensoes aumenta, resultando conjuntos tnicos de tampa e GDME.

1.11 Planejamentos Multivariados

A forte interacdo das moléculas de formaldeido com as moléculas de agua, as diferentes
concentragoes de gorduras entre as variedades de leite (Tabela 5), e o baixo limite de
formaldeido encontrado em amostras de leite (Tabela 2), tornam necessério identificar e
otimizar os parametros de extracao. O planejamento experimental fatorial é o método mais
eficiente para estudar os efeitos de dois ou mais fatores [107]. O niimero de experimentos
necessarios para um planejamento aumenta exponencialmente com o ntimero de fatores.
Para contornar esse problema, é utilizado o planejamento fracionario. O planejamento
fracionario reduz a quantidade de experimentos, isso é possivel devido ao fato de que
nao sao todos os efeitos terem importancia nos experimentos; as interacoes principais
tendem a ter mais importancia do que intera¢oes de maior nimero de fatores [108]. Apds
a identificacdo dos fatores significativos da extragao, é utilizado um planejamento de

refinamento para encontrar as condigoes 6timas da extracao.
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Tabela 5 — Informagdes nutricionais para uma porcao de 100 mL de leite integra, semides-

natado e desnatado.

Tipo de leite

Integral Semidesnatado Desnatado
Valor energético (kcal) 58 42 34
Carboidratos (g) 4.6 4.6 4,6
Acticares totais (g) 4,6 4,6 4,6
Agticares adicionados (g) 0 0 0
Proteinas (g) 3,1 3,1 3,1
Gorduras totais (g) 3 1,2 0,4
Gorduras saturadas (g) 1,9 0,8 0,2
Gorduras trans (g) 0 0 0
Fibras alimentares (g) 0 0 0
Sodio (mg) 61 61 62
Célcio (mg) 120 120 122

Existem diferentes tipos de planejamento para o refinamento, por exemplo, Box-
Behnken, Plackett-Burman, Composto Central e Taguchi. O planejamento do tipo Box-

Behnken utiliza trés niveis por fator, que em muitos casos é o necessario para encontrar

os fatores quadréaticos do modelo [109]. A Tabela 6 apresenta sua matriz experimental,

que nao possui pontos nos vértices da regiao cubica, enquanto a Figura 11 facilita a

visualizacao da geometria dos experimentos. A fata de pontos no vértice pode ser uma

vantagem quando os pontos sao dificeis ou impossiveis de serem testados [7].

Tabela 6 — Matriz de trés fatores para os experimentos realizados no planejamento Box-

Behnken [7].
Experimentos x7 w9 1x3
1 -1 -1 0
2 -1 1 0
3 1 -1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 -1 0 1
7 1 0 -1
8 1 0 1
9 0o -1 -1
10 0 -1 1
11 0O 1 -1
12 0O 1 1
13 0O 0 0
14 0O 0 O
15 0 0 O
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Figura 11 — Representacao geométrica do planejamento Box-Behnken para 3 fatores [7].
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2 Objetivos

O objetivo principal desse trabalho foi a construcao de um dispositivo produzido por

impressao 3D capaz de determinar formaldeido em amostras de alimentos e cosméticos.

2.1 Objetivos Especificos

e Imprimir prototipos de GDME;

o Testar os protétipos em amostras de leite e cosméticos;

e Preparar o fotémetro 3D-impresso capaz de determinar formaldeido;
e Otimizar as condi¢coes da GDME para amostras de leite e cosméticos;
o Avaliar as principais figuras de mérito em amostras de leite;

o Comparar o desempenho do fotometro frente ao método referéncia.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Reagentes e Amostras

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. A solucao padrao
de formaldeido (37%, d = 1,09 gem™?), o 4cido cloridrico (37%), e o cloreto de sédio (>
99,0 %) foram da NEON. A acetilacetona (> 99,0%), o acetato de amonio (> 98,0%) e o
acido acético (> 99,7%) foram da Sigma-Aldrich. As solugoes foram preparadas utilizando

agua ultrapura (Milli-Q).

As amostras de leite integral, semidesnatado e desnatado, utilizadas, foram da mesma
marca, de lotes e validades diferentes, compradas em mercado de Araraquara. As amostras

de esmalte infantil e creme alisante foram compradas em loja de cosméticos em Araraquara.

3.2 Instrumentos

As anélises de leite foram realizadas utilizando o fotémetro impresso, e como compara-

¢ao, o espectrofotémetro Shimadzu UV-1800.

As analises de cosméticos foram realizadas utilizando o fotdmetro impresso e compa-
rando com o espectrofotometro Bel UV-Mb51. E como método comparativo, as analises de
HS-GC-MS foram realizadas utilizando cromatografo da marca Shimadzu GC2010 plus

acoplado ao espectrometro de massas QP-2020.

A producgao das GDMEs impressas foi realizada utilizando as impressoras Creality
K1C e Halot Mage Pro.

3.3 Estudo de Fotodegradacao

Inicialmente, foi estudada a estabilidade do produto formado entre o formaldeido e a
acetilacetona na presenca de luz ambiente, realizando curvas analiticas entre 0,250 a 3,75
mg L~! e comparado com a solucdo em repouso na auséncia de luz. Segundo o método
padrao EN - 717-3 [110], que determina a liberagao de formaldeido em painéis derivados
de madeira, é necessario proteger a reacao da luz e esperar 1 h para realizar a leitura de
absorbancia. Porém, o método 323 da EPA [66], para andlise de emissao de formaldeido a
partir de gas natural, nao relata interferéncia da luz e necessidade de aguardar 1 h para

analise espectrofotométrica.

O estudo da estabilidade do DDL foi realizado produzindo curvas analiticas entre 0,250

a 3,75 mg L ™!, em triplicata, na presenca e auséncia de luz, utilizando o método 323 da
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EPA [66]. Entao, foi preparada uma solugao de 10,00 mg L= de formaldeido, pipetando
310,0 pL do padrao de formaldeido 37% e diluidos em um baldo volumétrico de 25,00 mL.
Dessa solucao, 50,0 ul. foram pipetados e diluidos em um baldo volumétrico de 25,00 mL.
A solucgao derivatizante foi preparada em baldao volumétrico de 50,00 mL, pesando 7,700
g de acetato de amonio, 150,0 pl. de acido acético glacial e 100,0 pl. de acetilacetona e

completado volume.

Calculando a concentracao da solucao de acetilacetona, considerando sua densidade de

0,975 gem ™ e massa molar 100,12 gmol ™'

A massa de acetilacetona pipetada em 150 pl, ou 0,150 mL, é:

0,975g x 0, 150 mL

ormaldeido = = 0, 146 3.1
MM formaldeid Tl g (3.1)
Em mols:
146 gd tilacet
0. 108 de acetilacetona _ 6146 1mol (3.2)
100, 12 g mol
0,00146 mol em 50 mL, em 1 litro:
0,00146 mol x 1000 mL
’ o I 09,0291 mol L (3.3)

50 mL

Os pontos da curva foram preparados em tubo falcon de 25 mL utilizando 0; 100,0;
300,0; 700,0; 1000; 1500 pL da solucao de formaldeido 10 mg L=, 2000 pL da solucao de
acetilacetona e volume completado com agua para 4000 pL. Em seguida, as solugoes foram
colocadas em banho de 60 °C por 10 min. Apds o aquecimento, as solugoes foram postas
em local escuro e esperado 1 h para o término da reacao; e por fim, a absorbancia foi
determinada em espectrofotometro Shimadzu UV-1800. A curva analitica na presenca de
luz foi produzida utilizando o mesmo procedimento relatado acima, porém, as solugoes

foram colocadas sobre a bancada do laboratério com as luzes acesas.

Conforme a literatura, a absorcdo maxima do produto de reacao entre o formaldeido e
a acetilacetona é 412 nm, sendo realizado um espectro entre 360 a 900 nm para verificar
o produto de reacgao gerado, e avaliar o comprimento de onda com maior absor¢ao do

espectrofotometro.

3.4 Projeto do Fotometro

Apés conhecer a reacao, verificar e reproduzir a curva analitica dentro do limite
estabelecido pelo método EPA, foi construido o fotometro. Projetado em software CAD

(Autodesk Inventor) e a parte elétrica projetada utilizando o software KiCad 7.0.
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O projeto CAD (Figura 12) foi dividido em um suporte para cubeta, fotodiodo e LED,
e uma caixa para armazenar o circuito elétrico e impedir a incidéncia de radiagdo no
fotodiodo. O suporte foi projetado para utilizar de dois fotodiodos BPW34 e dois LEDs

violeta de 5 mm de diametro.

O circuito elétrico estda apresentado na Figura 13, é chamado de amplificador de
transimpedéncia [111]. Ele é necessario para converter a corrente gerada pelo fotodiodo em
tensao, e aumentar seu valor para que o Arduino consiga realizar a leitura do sinal. A luz
gerada pelos LEDs violeta, D3 e D4, percorre a cubeta e incide sobre os fotodiodos D1 e
D2. Foram testados dois fotodiodos na tentativa de aumentar a corrente gerada e diminuir
o limite de quantificacao, porém nao houve linearidade nas andlises. As resisténcias R1 e
R2 variam a quantidade de amplificacdo do circuito, quanto maior o valor de resisténcia,
maior é o ganho. Os capacitores C1 e C2 em paralelo com as resisténcias, atuam como
filtro passa baixa, filtrando ruidos de alta frequéncia. Duas chaves foram adicionadas ao
circuito, uma capaz de alterar o valor da amplificacao do sinal analitico e outra para
utilizar a corrente gerada por um ou dois fotodiodos. Um potenciémetro foi adicionado
para variar o brilho dos LEDs e fazer com que o sinal lido pelo Arduino esteja dentro
dos limites de leitura. A programacao do Arduino utilizada foi a média movel, que com
os capacitores ajudam a estabilizar o sinal. O cédigo utilizado é fornecido pela IDE do

Arduino e é apresentado no Anexo A.

Figura 12 — Projeto CAD do fotémetro construido para anélises de formaldeido.
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Figura 13 — Circuito elétrico desenvolvido para o fotdmetro.
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Para testar o funcionamento do fotometro, foi preparada uma curva analitica entre 0 a
5,00 mg L=, em triplicata, e comparada com um espectrofotometro Shimadzu UV-1800.

A curva analitica foi preparada conforme o método 323 da EPA.

3.5 Andlise de Leite por GDME Convencional

Os filtros Mitex utilizados nas GDMEs sao caros, uma caixa contendo 100 unidades
foi cotada por R$ 831,61 no dia 27/11/2024, e muitos vendedores ndo possuem em seu
estoque, aumentando o tempo de espera devido a sua importacao. Portanto, a fita PTFE
surge como uma alternativa de menor custo, assim como pode ser encontrada facilmente,

ja que é amplamente usada como fita de encanamento.

A fita PTFE foi avaliada na substituicao do filtro Mitex, por meio de um planejamento
fatorial 2*. O desempenho da fita PTFE foi avaliado pela sua capacidade de replicar o
modelo gerado pelo filtro Mitex, e sem tendéncias (evidenciado pelos residuos). A Tabela
7 apresenta os fatores utilizados no planejamento e seus niveis. Os experimentos foram
realizados em uma capela, utilizando uma cuba de aquecimento assistido por ultrassom
modelo Q 9.5 da marca Ultronique. Além disso, foi avaliada a influéncia de um ambiente
ventilado na extracao, repetindo o planejamento utilizando fita PTFE e com a capela

ligada.
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Tabela 7 — Niveis utilizados no planejamento 2% para avaliacao dos parametros de extracio
do leite usando GDME.

Fator Nivel
Minimo Maéximo
Volume (mL) 10 30
Tempo (min) 25 50
Temperatura (°C) 40 70
Massa de NaCl (g) 0,50 9,0

A Figura 14 mostra as especificagoes da GDME utilizada no estudo da extragao de
formaldeido em leite. A parte superior é encaixada por um o-ring em suporte rosqueado nos
tubos falcon de 50 mL. Na Figura 15 é possivel ver o passo a passo da montagem da GDME
utilizando fita PTFE. Foram utilizadas duas camadas de fita, colocadas perpendicularmente,
para aumentar a resisténcia mecanica da membrana durante a pipetagem da solugao

derivatizante.

A avalia¢ao da extragao do formaldeido em amostras de leite (integral, semi-desnatado,
desnatado) foi feita de maneira univariada para verificar a interferéncia da gordura contida
no leite na extracao do formaldeido. As GDMEs foram preparadas pipetando 10,00 mL de
leite integral contendo 25,00 mg L' de formaldeido (adicionado 50 pL de uma solugao 5000
mg L71), e colocadas sob aquecimento de 60 °C em banho-maria assistido por ultrassom,
durante 15 min. A soluc¢ao derivatizante na parte superior das GDMEs foi preparada
conforme descrito no procedimento de curva analitica, utilizando 250 pL dessa solugao e
250 pL de agua e utilizando membrana Mitex 13 mm com porosidade 5 pm. As extracoes

foram feitas da seguinte maneira:

1. Sem preparo

Foi testada a extragao do formaldeido sem tratamento do leite. Em um tubo
falcon de 50 mL foram adicionados 10 mL de leite integral, 50 pL. de uma solugao

estoque de formaldeido 5000 mg L.
2. Salting-Out
Adicionado 0,5% NaCl (m/v) na GDME. Repetiu-se o procedimento acima, e
adicionado 3,5 g de NaCl.
3. Centrifugado

Centrifugando o leite e utilizando o soro na GDME. Em um tubo de centrifuga,
foram adicionados 15 mL de leite integral, 75 nL. de uma solugao estoque de formal-
deido 5000 mgL~! e 5,25 g de NaCl. Apés centrifugacao por 30 min a 9000 rpm, 10

mL do soro foi pipetado e adicionado em um tubo falcon de 50 mL.

4. Separacao das proteinas e gorduras
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O soro foi separado por centrifugagao utilizando 35% (m/v) de NaCl, e em
seguida adicionado o formaldeido na GDME. Repetiu-se o procedimento anterior,
porém a solucao de formaldeido (50 L. de uma solugao estoque de formaldeido 5000

mg L.71) foi adicionada no tubo falcon, apés a separacio do soro.

5. EtOH
Adicionando etanol 35% (v/v). Repetiu-se o preparo da primeira GDME, e

adicionado 4,28 mL de etanol.

Figura 14 — Ilustracao CAD da GDME utilizada nas amostras de leite e suas dimensoes.
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Para analisar os fatores influentes e otimizar a extracao de formaldeido em leite, foi
montado um planejamento fatorial 2°~! para cada tipo de leite, contendo os fatores:
volume, tempo, temperatura, pH e salting-out (Tabela 8). As GDMEs foram preparadas
utilizando 25,00 mg L~! de formaldeido, o pH foi alterado utilizando HC1 6 mol L™!, e na
parte superior 500 pL. de solucao derivatizante preparada utilizando 250 pL. da solugao
de acetilacetona e 250 pl. de dgua. Utilizando os fatores influentes apresentados pelo
planejamento 257!, foi realizado um planejamento de Box-Behnken nos niveis apresentados
na Tabela 9 para identificar as condi¢oes 6timas de extracao do leite desnatado. A partir
das melhores condigoes indicadas pelo planejamento Box-Behnken, foi produzida uma

curva analitica da extracao de formaldeido em cada tipo de leite.

A curva analitica foi realizada utilizando 2,6 g de NaCl, 270 pL. de HC1 6 molL~!, 10

mL de leite (integral, semidesnatado, desnatado) e adigao de solugao de formaldeido 1000
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Figura 15 — Processo de montagem da GDME utilizando fita PTFE.

L]

mg L=t entre 0 a 150 pL e o volume completado com dgua para que todas as GDMEs

possuam 0 mesmo volume.

Tabela 8 — Niveis utilizados no planejamento 251

Fator Nivel
Minimo Maéximo
Volume (mL) 10 20
Tempo (min) 15 30
Temperatura (°C) 55 70
pH 1 7
Salting-Out (% m/v) 0,5 30

Tabela 9 — Niveis utilizados no planejamento Box-Behnken.

Fator Menor Valor Valor Central Maior Valor
pH (uL de HC1 6 mol L™1) 400 600 800
Salting-Out (%) 15,0 20,0 25,0
Tempo (min) 25,0 35,0 45,0

3.6 Projetos das GDMEs Impressas

Durante a execucao das curvas analiticas em amostras de leite, foi observada variacao

no padrao da rosca dos tubos falcon. A pequena diferenca associada aos fabricantes dos
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tubos gerou um desgaste na rosca da GDME, que por sua vez piorou a vedagao com os
tubos falcon. Diante desse problema, o custo associado a cada dispositivo e o tempo de

produgao, foi proposta a utilizacao de GDMEs impressas em impressora 3D.

A primeira GDME foi projetada para ser produzida em impressora do tipo FDM. Os
parametros de impressao estao listados no Anexo G, porém a técnica de impressao FDM
nao consegue preencher com filamento todo o volume a ser impresso, gerando caminhos
capazes de liberar formaldeido no ambiente sem contato com a solugdo derivatizante. A
solucao ¢ adicionar uma camada com o polimero PDMS na base da GDME, uma vez que
a parte lateral é vedada pelo tubo falcon. Entao, o projeto, apresentado na Figura 16, foi
concebido para atender trés critérios principais. O primeiro critério é a boa vedacgao entre
a impressao e o tubo falcon. O segundo critério foi solucionar as dificuldades de operagao
da GDME original, sendo eles a dificuldade em rosquear a GDME com a fita PTFE, e
recolher o baixo volume de solucao derivatizante. O terceiro é fazer com que o PDMS

depositado possua boa adesao na impressao.

Figura 16 — Projeto CAD da GDME impressa em impressora tipo FDM.

A segunda GDME foi projetada para ser impressa em impressora SLA. A impressao em
SLA produz uma GDME sem as cavidades presentes nas impressoes em FDM, permitindo
um projeto de GDME em pega tinica. O projeto da GDME foi elaborado a fim de diminuir
o volume do headspace e permitir sua impressao sem a necessidade de suportes. A parte
superior da GDME possui dois rebaixos com furos com as mesmas dimensoes do fotometro.
Isso é, se utilizada uma peca transparente na parte superior da GDME, é possivel integrar

o fotdmetro na GDME e realizar a leitura do sinal analitico.

Os modelos de GDMEs foram avaliados realizando curva analitica em dgua e comparados
com o modelo original de GDME. As extracoes foram realizadas utilizando 1 mL de agua
na GDME impressa em resina e 10 mL na GDME impressa em filamento, 20 % de NaCl
(m/v), 200 pL de écido cloridrico 6 mol L™, adicionados 0 a 150 uL de solugao formaldeido

1000 mg L=t e volume completado de dgua para que todas as GDMEs possuam o mesmo
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Figura 17 — Projeto CAD da GDME impressa em impressora tipo SLA.

volume final de 1,150 e 10,15 mL. A parte superior das GDMEs foram preparadas utilizando
fita PTFE e adicionados 250 pL de solu¢ao padrao de acetilacetona e 250 pL. de dgua. A
extracao ocorreu em banho-maria durante 25 minutos a 60 °C. A absorbancia foi registrada

pelo fotometro impresso.

3.7 Analise de Formaldeido em Cosméticos

3.7.1 Esmalte Infantil

O esmalte infantil adquirido em loja local nao continha formaldeido em sua formulagéo.
Os ingredientes contidos no réotulo foram: agua, copolimero de acido metacrilico e acrilado
de etila, tereftalato de polietileno, copolimero de acrilato de s6dio/acriloildimetil taurato
de sodio, glicerol, sulfato de sodio laurete, fenoxietanol, mica, corante branco 77891,
corante azul 74160. Analisando o rétulo, é importante destacar o fenoxietanol, que é uma

substancia conhecida por ser uma alternativa ao uso de formaldeido e seus liberadores.

Devido a coloragao do esmalte, nao foi possivel reagi-lo diretamente com a acetilacetona.
Entao, foi utilizada uma GDME de PTFE para avaliar a presenca de formaldeido na
amostra. Apds o resultado positivo para a presenca de formaldeido, foram iniciados os

estudos para sua quantificagao.
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A andlise de esmalte infantil foi realizada utilizando o modelo de GDMEs impressa em
impressora do tipo FDM. A massa de esmalte foi fixada em 0,1 g e a temperatura em 60
°C. O tempo de extracao foi estudado para que o sinal analitico estivesse dentro da faixa
de leitura do fotometro impresso. A quantidade de formaldeido presente na amostra nao
necessitou adicionar NaCl e HCI na solucao, e também nao necessitou utilizar ultrassom

para auxiliar na extracao.

A curva analitica foi realizada por adigdo de padrao pesando aproximadamente 0,1 g
de esmalte em tubo falcon 50 mL, adicionados volumes entre 0 a 100 nL de solugao de
formaldeido 100 mg L. As GDMEs foram preparadas utilizando fita PTFE e adicionando
500 nL de solugao de acetilacetona. A extragao foi realizada em banho-maria a 60 °C
durante 20 minutos. Apos a extragao, foram esperados 10 min para realizar a leitura de

absorbancia em um espectrofotémetro Bel UV-M51 e também no fotometro impresso.

3.7.2 Creme alisante

Foram selecionados dois cremes alisantes rotulados como livres de formaldeido. A escolha
do creme a ser utilizado neste trabalho foi realizada adicionando uma pequena aliquota
de cada amostra em eppendorfs e adicionado 1 mL de solucao de acetilacetona. Apenas
um produto testou positivo, seu rétulo informava os seguintes ingredientes: agua, alcool
laurico, alcool miristilico, alcool cetilico, alcool estearilico, alcool araquidilico, cloreto de
cetrimonio, glicerina, manteiga de carité, PEG-90M, fenoxietanol, imidazolidinil ureia, éleo
de coco, aroma, estearamidopropil dimetilamina, ciclopentasiloxano, DMDM hidantoina,
EDTA, &acido glioxilico. Portanto, o formaldeido presente no creme alisante provém da

decomposicao do DMDM hidratoina.

Um segundo teste foi realizado, desta vez utilizando GDME em banho-maria para
excluir amostras com interferentes nao volateis da reacao. Para isso, foi pesado 0,1 g de
amostra em tubo falcon e preparado a GDME utilizando fita PTFE e adicionados 250
nL da solugao derivatizante e 250 pl. de dgua. A amostra foi colocada em banho-maria
durante 15 minutos a 60 °C. Ao final dos 15 minutos, a solucao derivatizante indicou a

presenca de formaldeido no creme.

A quantificacao do formaldeido foi feita utilizando a GDME de resina utilizando o
método de adi¢ao de padrao. Como a abertura do compartimento de amostra é pequeno,
foi necesséario diluir a amostra de creme em agua e adicionar a solu¢do na GDME com a
ajuda de micropipeta. Foi estipulado o uso de aproximadamente 2,0 gramas de creme em
25 mL de dgua para cada GDME conter aproximadamente a quantidade de formaldeido
presente em 0,08 gramas de amostra. A temperatura do banho-maria foi fixada em 60 °C
e analisado o tempo necessario para extragao do formaldeido nas amostras e para que o

ultimo ponto da curva esteja dentro dos limites do espectrofotémetro.
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Entao, a curva analitica foi produzida pesando aproximadamente 2,0 g de creme em
um tubo falcon, adicionado 25 mL de 4gua e homogenizado. As GDMEs foram preparadas
pesando 0,2 g de NaCl, adicionado 1 mL da solugdao contendo a amostra. A adigao de
padrao foi realizada adicionando entre 0 a 150 pL de solucao de formaldeido 1000 mg L~}
e adicionado dgua para manter o volume final constante. A parte superior foi utilizado
fita PTFE e 500 pL de solugao derivatizante de acetilacetona. A extragao foi realizada em
banho-maria a 60 °C durante 15 min. Apés a extracao foi esperado 10 min para realizar
a leitura de absorbancia em um espectrofotometro Bel UV-Mb51 e também no fotémetro
impresso. Para comparar a determinacao de formaldeido pela GDME, foi produzida uma
curva analitica utilizando cromatografia gasosa por headspace e detecgao por espetrometria

de massas (HS-GC-MS) com os mesmos preparos das GDMEs.

As condigoes cromatograficas usadas foram: 15 min de aquecimento a 60 °C, 1,0 pL
para o volume de injegdo e razao 1/20, utilizando uma coluna Zebrom ZB-WAX, a 45 °C.
Foram monitorados os fons molecular (m/z = 30) e o pico base (m/z = 29) do formaldeido,
que eluiu em 1,9 min. Para a producao da curva analitica, a area de integragao utilizada

foi da razao m/z = 29.
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4 Resultados

4.1 Fotodegradacdo do DDL

Os resultados da investigacao sobre a influéncia de luz na reagao sao apresentados nas
Tabelas 10 e 11. O coeficiente de determinacao das curvas analiticas, apresentado na parte
inferior das Tabelas, informa que os experimentos estao em conformagao com o método

323 da EPA, que exige coeficiente de determinagao acima de 0,99.

A regressao linear e o coeficiente angular das curvas analiticas na presenca e auséncia de
luz, representada pela Figura 18 apresentam pequena variacao no sinal analitico. Aplicando
o teste-t pareado para verificar a correlagdo entre as condigoes, utilizando 95% de confianca,
a Tabela 12 mostra que essa diferenca nao ¢ significativa, indicada pelo valor de p ser
maior do que 0,05. Portanto, nao é possivel afirmar que a luz interfere na reagao entre o
formaldeido e a acetilacetona. O erro relativo foi calculado pela divisao do desvio padrao

pelo valor médio, e multiplicado por 100.

Tabela 10 — Dados da curva analitica em que a solucao ficou em repouso na auséncia de
luz.

Concentragao (mgL™1) Absorbancia (u.a.) Absyy Desvio Erro (%)

0,250 0,0620 0,0620 0,0570 0,0600 2,80 x 1073 4,78
0,750 0,195 0,188 0,186 0,190 4,73 x 1073 2,49
1,75 0430 0,435 0438 0434 4,04 x 107 0,930
2,50 0,630 0,623 0,627 0,627 351 x1073 0,560
3,75 0,950 00937 0,938 0,942 6,56 x 1073 0,768

A = 0,251[Formaldeido] - 0,00190, R? = 0,999

Tabela 11 — Dados da curva analitica em que a solugao ficou em repouso na presenca de
luz.

Concentragao (mgL™1) Absorbancia (u.a.) Absyy Desvio Erro (%)

0,250 0,0610 0,0600 0,0600 0,0600 5,77 x 10-% 0,957
0,750 0,184 0,184 0,187 0,185 1,73x1073 0,936
1,75 0431 0435 0436 0434 2,65x10"° 0,610
2,50 0,618 0,618 0,629 0,622 6,35x10"% 1,02
3,75 0,918 0,931 0,943 00931 125x10"2 1,34

A = 0,249[Formaldeido] - 0,00147, R? = 0,999

O estudo da cinética apresentado na Figura 19 mostra que nao é necessario esperar
1 h para o registro de absorbancia conforme relatado no método EN-717-3, apds 15 min
a reacao estd estabilizada. As variagoes de absorbancia entre 20-25 min e 45-50 min

estao provavelmente relacionadas a conversao analogico/digital necessaria para mostrar o



Capitulo 4. Resultados 51

Figura 18 — Curvas analiticas de formaldeido na auséncia (a) e presenga (b) de luz.
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Tabela 12 — Teste de comparagao entre as curvas analiticas produzidas na presenca e
auséncia de radiacao.

Radiagao | Média Desvio Padrao N t p Confianca -95% Confianga +95%
Auséncia | 0,450 0,351
Presenca | 0,446 0,347 5 2,10 0,103 -0,00134 0,00974

resultado no visor do equipamento. Como exemplo, em um sistema simples de conversao
analdgico/digital do Arduino, valores de tensao de 0 a 2,5 V é interpretado como 0 na
l6gica booleana, enquanto valores entre 2,5 a 5 V sao interpretados como 1. O Arduino
possui 10 bits de resolucao, isto é, ele consegue interpretar 1024 variacoes de tensao entre
0 a 5 V. Portanto, ¢é possivel que a absorbancia tenha variado de modo gradual, mas a

resolucao do espectrofotometro nao foi capaz de registrar a variacao.

A partir do espectro de absor¢ao UV-Vis entre 400 até 900 nm (Figura 20), foi observado
um pico com absorbancia maxima em 412 nm, confirmando a formac¢ao do DDL, e nao
apresenta outras substancias capazes de interferir na absorbancia. Portanto, é possivel
diminuir o tempo de espera e aumentar a frequéncia analitica do método sem a necessidade

de armazenar a solucao derivatizada em local escuro.

4.2 Avaliacao do Fotémetro

A Figura 21 mostra a fotografia do fotémetro 3D impresso apés a montagem, e os fios
conectando o circuito elétrico ao Arduino. O desempenho do fotometro foi avaliado usando
as mesmas condi¢oes em triplicata da Figura 18, e comparadas com o espectrofotometro
Shimadzu UV-1800.
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Figura 19 — Analise da cinética de reacao
entre o formaldeido e a ace-

tilacetona em meio aquoso,
pH 6,5.

Figura 20 — Espectro do produto de rea-
¢ao entre formaldeido e ace-
tilacetona em meio aquoso.
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Figura 21 — Imagem do fotometro construido. A esquerda, o local em que a cubeta é
inserida, o circuito amplificador, e as chaves para os diferentes modos de
operagao. A direita, o fotometro finalizado e ligado ao Arduino Uno.

Alguns problemas iniciais foram observados no fotémetro ao usar dois fotodiodos,
apresentando resultados instaveis e sendo desligado do circuito. A amplificacdo gerada
pelo resistor de 10 MS2 dificultou a calibracao do brilho do LED. Entao, para todas as
analises desta pesquisa, a configuracao do fotometro foi utilizando um fotodiodo e o ganho
do circuito de 1 MS2.

A Tabela 13 apresenta os valores de absorbancia registrados pelo espectrofotometro. O
sinal analitico registrado em bits pelo Arduino foi convertido em absorbéncia a partir da
Equagdo 1.6, e sdo apresentados na Tabela 14. O coeficiente de determinaciao (R?) maior

do que 0,99 mostra que as curvas analiticas estao conforme método 323 da EPA.
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Tabela 13 — Dados da curva analitica de formaldeido em meio aquoso, pH 6,5, utilizando
espectrofotometro.

Concentragao (mgL™1) Absorbéancia (u.a.) Absyy, Desvio Erro (%)

0,250 0,05640 0,0590 0,0590 0,0570 2,80 x 103 5,04
0,750 0,179 0,183 0,184 0,182 2,65 x 10~% 1,45
1,75 0424 0431 0433 0429 4,73 x1073 1,10
2,50 0,609 0,614 0,617 0613 4,04 x 10" 0,659
3,75 0914 0,924 0923 00920 551 x10°% 0,598
5,00 1,234 1,238 1,237 1236 208x 1073 0,168

A = 0,248[Formaldeido] - 0,00473, R? = 0,999

Tabela 14 — Dados da curva analitica de formaldeido em meio aquoso, pH 6,5, utilizando
o fotometro impresso.

Concentracao (mgL™") Absorbéancia (u.a.) Absy;  Desvio  Erro (%)

0,250 0,0518 0,0553 0,0568 0,0546 0,00253 0,126
0,750 0,162 0,165 0,167 0,165 0,00269 0,162
1,75 0,377 02381 0,387 0,382 0,00485 0,706
2,50 0,533 0,536 0,542 0,537 0,00450 0,661
3,75 0,789 0,795 0,799 0,794 0,00495 0,690
5,00 1,04 1,04 1,04 1,04 000119 0,698

A = 0,207[Formaldeido] + 0,0118, R? = 0,999

Figura 22 — Sensibilidade espectral relativa do BPW34 [8].
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Figura 23 — Curva analitica comparando o espectrofotometro e o fotometro impresso 3D.
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O célculo dos limites de quantificagdo (LOQ) e detecgdo (LOD) foram calculados
conforme as Equagoes 4.1 e4.2. Para o espectrofotometro, o limite de quantificacao foi
de 0,116 mgL~! e o limite de determinacao foi de 0,0384 mgL~!. E para o o fotdbmetro
impresso o limite de quantificacao foi de 0,122 mgL~! e o limite de determinacao foi de

0,0403 mg L.

Desvio Padrao

LOQ = 10( ) (4.1)

Inclinagao da Reta

Desvio Padrao

LOD = 3,3( ) (4.2)

Inclinacao da Reta

O fotémetro construido superou as expectativas quando comparado a um espectrofoto-
metro comercializado pelo fato do comprimento de onda de andlise (412 nm) estar em
uma regiao de baixa sensibilidade do fotodiodo utilizado, resultando em baixa geragao de
corrente (Figura 22). Era esperado que, pela quantidade de ganho do circuito (1 M), a
sensibilidade, representada pela inclinacao da curva analitica (Figura 23), fosse menor,
evidenciando que a quantidade de ganho no circuito nao aumenta necessariamente a
sensibilidade. Comparando o fotometro construido com outros trabalhos que utilizaram a
mesma reacao e diferentes espectrofotometros, Pinto et al. obteve 0,20 mg L~! utilizando
sistema [112], e Rohyami et al. que reporta limite de quantificacio de 4,6 mgL~"! [113], o
fotometro produzido obteve 6timo desempenho, visto sua simplicidade e custo. Quando
comparado a técnica de cromatografia, LC-UV/Vis, Miralles et al. relatam em seu trabalho
equagao de reta A= (1,14 £+ 0,03) - [Formaldeido] + (7,3 + 0,9) em concentracoes entre
0,01 a 0,05 mg/L [114]. Comparando as inclinagoes das curvas analiticas do fotometro, es-
pectrofotometro e LC-UV-Vis, a sensibilidade da LC-UV-Vis é maior, o limite de deteccao

e quantificagdo sao menores, porém o custo por analise é muito maior.

O custo estimado do fotometro foi de R$ 76,8, a Tabela 15 apresenta a lista de material

e o preco estimado de cada parte. O valor foi calculado sem contabilizar os componentes
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desligados do circuito e os componentes importados estao inclusos os impostos e taxas

bancéarias.

Tabela 15 — Lista de materiais e custo do fotdmetro.

Ttem Valor (RS)
Placa PCB 24,5
Filamento usado 10,0
BPW34 8,60
Resistor 220 2 0,20
Capacitor 10 nF 1,55
OPA344PA 15,8
Resistor 1 MQ2 0,20
LED Violeta 1,90
Fios 10,0
Potenciometro 10 k2 4,0
Total 76,8

4.3 Analise de Leite por GDME Convencional

Apébs a confirmacao do funcionamento do fotémetro, foi iniciado o trabalho de extracao
do formaldeido do leite integral. Inicialmente, foi estudado alterar o filtro Mitex pela
fita PTFE por ser mais economica. Os experimentos de avaliacao entre o filtro Mitex
e a fita PTFE utilizaram o planejamento fatorial 2* apresentados na Tabela 16. As
extracoes foram realizadas em uma cuba de aquecimento assistida por ultrassom colocada
em uma capela desligada. A influéncia da ventilagao na extracao foi estudada repetindo
o mesmo planejamento fatorial com a capela ligada. Os resultados de absorbancia sao
apresentados na Tabela 17, sendo Absg;;., 08 experimentos utilizando filtro Mitex, Absg;tq
os experimentos utilizando fita PTFE e Absp;,1 08 experimentos com capela ligada,

mostraram que a fita PTFE e a capela ligada melhoraram a extracao do formaldeido por
GDME.
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Tabela 16 — Tabela com as condigoes experimentais para extracdo do formaldeido por

GDME.

Experimento Volume (mL) Tempo (min) Temperatura (°C) Massa NaCl (g)
1 10 25 40 0,50
2 30 25 40 0,50
3 10 50 40 0,50
4 30 50 40 0,50
) 10 25 70 0,50
6 30 25 70 0,50
7 10 50 70 0,50
8 30 50 70 0,50
9 10 25 40 9,0
10 30 25 40 9,0
11 10 50 40 9,0
12 30 50 40 9,0
13 10 25 70 9,0
14 30 25 70 9,0
15 10 50 70 9,0
16 30 50 70 9,0

Tabela 17 — Valores de absorbéancia registrados utilizando filtro Mitex (Abspu.), fita
PTFE (Absgiw), e fita PTFE em ambiente ventilado (Absgiay) no planeja-
mento fatorial 2¢ em leite integral.

Experimento  AbSgime  Abspia  AbSpitev
1 0,161 0,0660 0,330

2 0,084 0,141 0,316
3 0,317 0242 0,658
4 0,258 0,321 0,743
5 0,624 0,426 1,05
6 0,673 0,472 1,70
7 1,04 0,819 2,33
8 1,12 1,06 2,79
9 0219 0,172 0,402
10 0,228 0,174 0,385
11 0469 0379 0872
12 0254 0340 0,770
13 0,742 0,784 1,35
14 0,930 0,917 1,72
15 1,08 1,58 2,74

16 1,29 1,52 2,77
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Figura 24 — Diagrama de Pareto gerado Figura 25 — Diagrama de Pareto gerado

para planejamento 2%, uti- para planejamento 2%, uti-
lizando GDME preparada lizando GDME preparada
com filtro Mitex. com fita PTFE.
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Figura 26 — Diagrama de Pareto gerado para planejamento 24, utilizando GDME preparada
com fita PTFE em ambiente ventilado.
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Analisando os diagramas de Pareto entre os planejamentos, Figuras 24, 25 e 26, os
fatores que mais influenciaram na extracao de formaldeido nas amostras de leite sao a
temperatura (70 °C), tempo (50 min) e o salting-out (9,0 g). O efeito de salting-out nao
apresentou significancia na extragao com a capela ligada e sera melhor investigado no
proximo planejamento. Os residuos apresentados nas Figuras 27, 28 e 29 sao homocedasticos,
nao indicando a presenca de tendéncia dos modelos, porém, os valores de residuos dos
modelos utilizando fita PTFE sdo maiores. No Anexo B sdo apresentadas as curvas de

superficie para todos os planejamentos fracionarios.
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Figura 28 — Grafico de residuos gerados
da extragao utilizando fita

Figura 27 — Grafico de residuos gerados
da extracao utilizando filtro
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Figura 29 — Grafico de residuos gerados da extracao utilizando fita PTFE em ambiente

ventilado.
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Na avaliagdo do preparo de amostra na extragao do formaldeido, foram avaliadas

as seguintes condigbes: sem preparo prévio, com adigdo de NaCl (efeito salting-out),

centrifugando as amostras, removendo proteinas e gorduras, e adicionando solvente organico.

As GDMEs foram preparadas utilizando fita PTFE, que mostrou bons resultados, como

mencionado nas Figuras 25 e 28, e 250 pL de solugao derivatizante de acetilacetona e 250

nL de dgua. A Tabela 18 apresenta os dados de absorbancia da extracao do formaldeido

em diferentes condi¢oes e os dados sao representados em um gréafico de barras na Figura

30.
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Tabela 18 — Tabela de absorbancia nos diferentes métodos de preparo das amostras de
leite integral para a extracao de formaldeido.
Absorbancia Erro

Método de preparo

Sem Preparo 0,476 0,436 0,418 6,70%
Salting-Out 0,502 0,561 0,523 5,66%
Centrifugacao 0,419 0,456 0,513 10,2%

Sem proteinas e gorduras 0,513 0,516 0,536 2,40%
Etanol 0,255 0,254 0,248 1,50%

Figura 30 — Extracao de formaldeido em diferentes preparos das amostras de leite na

extracao de formaldeido.
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A extracao do formaldeido com o leite centrifugado apresentou uma pequena diferenca
comparada a extragao sem nenhum preparo, por tanto, este passo adicional nao justifica
a adicdo de mais uma etapa na extracao. A utilizacao de NaCl mostrou aumento nas
medidas de absorbancia e sera analisada sua influéncia nos planejamentos experimentais.
Analisando a molécula de formaldeido, ela possui um atomo de oxigénio capaz de realizar
ligagdo de hidrogénio [115], em que a adi¢do de um eletrdlito faz com que sua hidratagao
enfraquega as ligacoes de hidrogénio entre o formaldeido e a dgua [116]. A utilizacao de
solvente organico, como o etanol, nao facilitou o desprendimento do formaldeido, muito
menos promoveu seu arraste, que ao pipetar a solugao derivatizante, foi observado um

ligeiro aumento em seu volume nas extragoes com etanol. Esse aumento de volume diminui
a absorbancia da solucao. Além disso, sua possivel volatilizagdo apds a extracdo aumenta
a complexidade do método. Quando comparado com a extragao sem nenhum preparo,
é um parametro que nao justifica sua investigacao. O uso de outros solventes organicos

aumentaria o custo da andlise e tornaria o método menos verde.

A partir de todos os resultados observados na avaliacdo de pardmetros separados,
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foi realizado um planejamento fraciondrio 2°~! para identificar diferencas nos fatores de
extracao. Os fatores investigados foram temperatura, tempo, pH, salting-out, e o volume
de leite. A Tabela 19 apresenta os experimentos realizados nos diferentes tipos de leite

(integral, semidesnatado e desnatado), e a Tabela 20 apresenta os valores de absorbancia

registrados.
Tabela 19 — Condigdes experimentais do planejamento 2°~1.
. Temperatura Tempo NaCl  Volume
Experimento (°C) (min) pH (% m/v) (mL)
1 55 15 1 0,5 20
2 55 15 7 0,5 10
3 55 15 1 30 10
4 29 15 7 30 20
5 95 30 1 0,5 10
6 95 30 7 0,5 20
7 95 30 1 30 20
8 95 30 7 30 10
9 70 15 1 0,5 10
10 70 15 7 0,5 20
11 70 15 1 30 20
12 70 15 7 30 10
13 70 30 1 0,5 20
14 70 30 7 0,5 10
15 70 30 1 30 10
16 70 30 7 30 20

Tabela 20 — Absorbancias registradas no planejamento 25~! para o leite integral, semides-
natado e desnatado.

Abslntegral AbSSemidesnatado AbSDesnatado

0,302 0,213 0,149
0,284 0,200 0,204
0,363 0,317 0,304
0,305 0,210 0,143
0,622 0,510 0,582
0,416 0,276 0,183
0,576 0,596 0,582
0,389 0,457 0,373
0,790 0,643 0,700
0,703 0,255 0,229
0,612 0,652 0,651
0,977 0,503 0,434
1,02 0,798 0,441
0,754 0,555 0,614
1,32 1,22 1,31

0,833 0,538 0,714
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Analisando os diagramas de Pareto apresentados nas Figuras 31, 32 e 33 fica claro que
os fatores mais influentes na extragao, tendendo a maiores valores sao a temperatura e o
tempo. O leite integral apresentou apenas 2 fatores significantes enquanto o leite desnatado
todos os fatores estudados foram significantes, indicando que o teor de gordura em maior
quantidade no leite integral possa favorecer a volatilizagao do formaldeido enquanto o leite
desnatado necessita de outros fatores. Possivelmente, as gorduras e proteinas contidas em
maior quantidade no leite integral diminuem a solvatacao do formaldeido pelas moléculas
de agua presente, facilitando sua volatilizacao. As Figuras 34, 35, 36 apresentam os residuos
calculados dos planejamentos para cada tipo de leite, e sua dispersao aleatoria nao indica

tendéncias no modelo.

Figura 32 — Pareto gerado do planeja-

Figura 31 — Pareto gerado do planeja- mento 2°~! em leite semides-
mento 25! em leite integral. natado.
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Figura 33 — Pareto gerado do planejamento 25! em leite desnatado.
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Figura 34 — Grafico de residuos do pla-
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Figura 35 — Grafico de residuos do pla-
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Figura 36 — Gréfico de residuos do planejamento 25! em leite desnatado.
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Apés a identificacdo dos principais fatores na extracao, foi realizado um planejamento

Box-Behnken para o refinamento dos dados e obter as condi¢oes 6timas da extracao.

Os experimentos foram realizados com o leite desnatado, uma vez que no planejamento

anterior todos os fatores foram influentes. Desta vez, a temperatura, que sempre tendeu a

valores positivos, foi fixada em 70 °C por limitacao da cuba de aquecimento que atingiu

sua temperatura maxima. O volume, que tendeu a valores menores, foi fixado em 10 mL.

A Tabela 21 apresenta os experimentos realizados. A varidavel pH foi alterada em funcgao

do volume de HCI para agilizar o preparo das amostras e durante a determinacao do

formaldeido para aumentar a frequéncia analitica. A Tabela 21 apresenta os experimentos

realizados e as absorbancias registradas. Foram utilizados 5 pontos centrais no planejamento

para melhor avaliar a reprodutibilidade das GDMEs.
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Tabela 21 — Experimentos realizados para a otimizacao da extracao de formaldeido em

leite desnatado.

Experimento pH (uL HCI 6 molL™!)  Salting-Out (% m/v) Tempo (min) Abs
1 400 15,0 35,0 0,459
2 800 15,0 35,0 0,370
3 400 25,0 35,0 0,433
4 800 25,0 35,0 0,308
5 400 20,0 25,0 0,313
6 800 20,0 25.0 0,283
7 400 20,0 45,0 0,485
8 800 20,0 45,0 0,414
9 600 15,0 25,0 0,341
10 600 25,0 25,0 0,295
11 600 15,0 45,0 0,502
12 600 25,0 45,0 0,445
13 600 20,0 35,0 0,396
14 600 20,0 35,0 0,365
15 600 20,0 35,0 0,414
16 600 20,0 35,0 0,387
17 600 20,0 35,0 0,410

Figura 37 — Pareto de refinamento em leite desnatado.
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Figura 39 — Grafico de residuos do mo-

delo de refinamento em leite
Figura 38 — Modelo de refinamento ge- desnatado.
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O diagrama de Pareto apresentado na Figura 37 mostra que os efeitos lineares ([L])
sao os significativos no modelo. A Figura 38 apresenta a regressao linear do modelo
de refinamento, seu coeficiente de determinacao R?=0,943 e o baixo valor dos residuos
mostrados na Figura 39 indicam que o modelo possui bom ajuste entre os experimentos
para a extracao em amostras de leite desnatado. Os valores criticos do modelo, 270,5 L de
HCl e 25,94 % de NaCl, foram as condicoes estabelecidas para realizar as curvas analiticas
nos diferentes tipos de leite. Além disso, o tempo critico foi reduzido de 79,11 min para
45,00 min, a fim de aumentar a frequéncia analitica. A Tabela 22 resume os valores criticos
calculados e as condicoes utilizadas para a producao das curvas analiticas em amostras de

leite. As curvas de superficie do planejamento de refinamento sao apresentadas no Anexo

C.

As Tabelas 22 até 27, correspondem as curvas analiticas com as condigoes otimizadas
do planejamento de experimentos nas diferentes amostras de leite integral, semidesnatado
e desnatado em concentracoes 1,0 até 15 mg L ™!, realizadas no espectrofotémetro e no

fotometro impresso.

Tabela 22 — Resumo dos valores criticos para o planejamento Box-Behnken em leite des-
natado e os valores utilizados nas extracoes das curvas analiticas.

Fator Valor Critico Valor utilizado nos experimentos
pH (uL HCI 6 mol L) 270.,5 270,0
Salting-Out (m/v) 25,94 26,00

Tempo (min) 79,11 45,00
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Tabela 23 — Dados da curva analitica em leite integral usando a extracao por GDME nas
condicoes otimizadas em espectrofotometro.

Concentracao (mgL™") Absorbancia Desvio Padrao Média Erro (%)
1,00 0,0600 0,0640 0,0610 0,00208 0,0617 3,38
2,50 0,179 0,171 0,151 0,0144 0,167 8,64
5,00 0,311 0,335 0,372 0,0307 0,339 9,06
10,0 0,728 0,720 0,700 0,0144 0,716 2,01
15,0 108 106 1,13 0,0400 1,09 3,67

A = 0,0736[Formaldeido] - 0,0186, R? = 0,999

Tabela 24 — Dados da curva analitica em leite integral usando a extracao por GDME nas

condigoes otimizadas utilizando o fotometro impresso.

Concentragao (mgL™!) Absorbéancia Desvio Padrao Média Erro (%)
1,00 0,0525 0,0500 0,0520 0,00131 0,0515 2,55
2,50 0,140 0,159 0,118 0,0203 0,139 14,7
5,00 0,230 0,257 0,291 0,0310 0,259 12,0
10,0 0,581 0,566 0,581 0,00860 0,576 1,49
15,0 0,850 0,847 0,921 0,0420 0,873 4,81

A = 0,0589[Formaldeido] - 0,0152, RZ = 0,999

Tabela 25 — Dados da curva analitica em leite semidesnatado usando a extragdo por GDME
nas condicoes otimizadas em espectrofotometro.

Concentragao (mgL™!) Absorbéancia Desvio Padrao Média Erro (%)
1,00 0,0820 0,0850 0,0910 0,00458 0,0860 5,33
2,50 0,319 0,337 0,326 0,00907 0,327 2,77
5,00 0,347 0,343 0,328 0,0100 0,339 2,95
10,0 0,637 0,643 0,550 0,0520 0,610 8,53
15,0 0,963 1,02 0,944 0,0390 0,975 4,00

A = 0,0578[Formaldefdo] + 0,0807, R2 = 0,962

Tabela 26 — Dados da curva analitica em leite semidesnatado usando a extragdo por GDME
nas condig¢oes otimizadas utilizando o fotémetro impresso.

Concentragao (mgL™!) Absorbéancia Desvio Padrao Média Erro (%)
1,00 0,0530 0,0510 0,0575  0,00333 00538 _ 6,19
2.50 0,256 0,265 0,274 0,00893 0,265 3,37
5,00 0,281 0,284 0,268 0,00850 0,278 3,06
10,0 0,529 0,541 0,464 0,0415 0,511 8,11
15,0 0,789 0,783 0,838 0,0298 0,803 3,72

A = 0,0487[Formaldeido] + 0,0560, R? = 0,963
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Tabela 27 — Dados da curva analitica em leite desnatado usando a extracao por GDME
nas condigoes otimizadas em espectrofotometro.

Concentracao (mgL™") Absorbancia Desvio Padrao Média Erro (%)
1,00 0,0870 10,0630 0,0730 0,0121 0,0743 16,2
2,50 0,0760 0,0750 0,0760 0,000577 0,0757 0,763
5,00 0,332 0,350 0,314 0,0180 0,332 5,42
10,0 0,639 0,669 0,721 0,0415 0,676 6,13
15,0 110 1,04 0,0403 107 376

A = 0,0738[Formaldefdo] + 0,0491, R? = 0,9911

Tabela 28 — Dados da curva analitica em leite desnatado usando a extragao por GDME
nas condig¢oes otimizadas utilizando o fotémetro impresso.

Desvio Padrao Média Erro (%)

Concentragao (mgL™!) Absorbéancia

1,00 0,0667 0,0600 0,0797 0,0100 0,0688 14,6
2,50 0,0729 0,0687 0,0750 0,00318 00722 441
5,00 0,299 0270 0,270 0,0169 0,280 6,05
10,0 0,562 0,558 0,626 0,0379 0,582 6,52
15,0 0,872 0,925 0,0370 0,809 4,12

A = 0,0618[Formaldeido] - 0,0338, RZ = 0,992

Os valores de erro do fotometro estao préoximos ao espectrofotémetro, sendo observados
erros maiores (14 e 16%) na concentragao de 1,00 mg L ™! para a amostra de leite desnatado.
As Figuras 40, 41 e 42, que apresentam as curvas analiticas obtidas, mostram que o
fotometro impresso possui um desempenho e sensibilidade proximo do espectrofotometro,
conseguindo, também, registrar as mesmas variagoes de absorbancia em seus dados. Com
base na regressao linear das curvas analiticas, a eficiéncia da extragao de formaldeido para
os leites integral e desnatado foram préximas, mas para o leite semidesnatado a eficiéncia

foi menor, podendo estar relacionada a sua composicao.

Figura 40 — Curva analitica leite integral
comparando os dados do es-
pectrofotometro e fotometro
impresso.

Figura 41 — Curva analitica em leite se-
midesnatado comparando os
dados do espectrofotometro
e do fotometro impresso.
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Figura 42 — Curva analitica leite desnatado comparando os dados do espectrofotometro e
do fotometro impresso.
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A anélise estatistica de comparacao dos resultados entre o espectrofotometro com
o fotémetro impresso utilizando o teste-t pareado (utilizando 95% de significAncia) sdo
apresentados nas Tabelas 29, 30 e 31. Avaliando as tabelas, apenas o leite semidesnatado
apresentou diferenca significativa (p < 0,05). Ao comparar as curvas analiticas entre os
diferentes tipos de leite entre cada instrumento, as Tabelas 32 e 33 mostram que nao houve

diferenca entre as extragdes e confirmam que o planejamento de otimizacao foi eficaz para

os leites analisados.

Tabela 29 — Teste de comparacao de curva analitica de leite integral entre o espectrofoto-
metro e fotdbmetro impresso.

Instrumento Média Desvio Padrao Nt p Confianga -95% Confianca +95%
Espectrofotémetro | 0,475 0,424
Fotdémetro 0,380 0,340 5 2,50 0,0664 -0,0103 0,200

Tabela 30 — Teste de comparacao de curva analitica de leite semidesnatado entre o espec-
trofotometro e fotometro impresso.

Instrumento Média Desvio Padrao N ¢ p Confianga -95% Confianca +95%
Espectrofotémetro | 0,468 0,339
Fotometro 0,382 0,286 5 3,54 0,0234 0,0185 0,152

Tabela 31 — Teste de comparacao de curva analitica de leite desnatado entre o espectro-
fotometro e fotometro impresso.

Instrumento Média Desvio Padrao N ¢t P Confianga -95% Confianga +95%
Espectrofotometro | 0,446 0,427

Fotdémetro 0,380 0,357 5 2,09 0,105 -0,0216 0,152
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Tabela 32 — Teste de comparacao da curva analitica entre os diferentes tipos de leite no

espectrofotometro.
Leite Média Desvio Padrdao N t p Confianga -95% Confianga +95%
Integral 0,475 0,424
Semidesnatado 0,468 0,339 5 0,142 0,894 -0,132 0,146
Integral 0,475 0,424
Desnatado 0,446 0,427 5 1,64 0,176 -0,0201 0,0784
Semidesnatado 0,468 0,339
Desnatado 0,446 0,427 5 0,361 0,736 -0,147 0,191

Tabela 33 — Teste de comparacao da curva analitica entre os diferentes tipos de leite no
fotometro impresso.

Leite Média Desvio Padrao N t p Confianca -95% Confianca +95%
Integral 0,380 0,340
Semidesnatado 0,382 0,286 5 -0,0697 0,948 -0,101 0,0960
Integral 0,380 0,340
Desnatado 0,380 0,357 5 -0,0311 0,977 -0,0480 0,0470
Semidesnatado 0,382 0,286
Desnatado 0,380 0,357 5 0,0383 0,971 -0,139 0,142

4.4 Avaliacao das GDMEs Impressas

A GDME impressa em FDM pode ser vista na Figura 43a. A GDME é montada
utilizando duas fitas perpendiculares de PTFE (Figura 43b) e a extragao é realizada
utilizando um suporte (Figura 43c), também impresso, que permite realizar oito extragoes

a0 mesmo tempo.

Figura 43 — Imagem da GDME produzida por FDM e montada no tubo Falcon.
(b)

As Tabelas 34, 35 e 36 apresentam os resultados das curvas analiticas nas diferentes
GDMESs produzidas em impressora 3D. A Figura 45 faz uma comparacgao direta entre a
GDME em PTFE e a impressa, uma vez que utilizam o mesmo recipiente de amostra. A
sensibilidade da GDME impressa por FDM, evidenciada pela inclinacao da reta, indica
que possivelmente apenas a vedagao com PDMS néao foi suficiente para vedar o recipi-

ente. Portanto, o erro apresentado pelas GDMEs impressas, préximo ao erro da GDME
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convencional, a linearidade dos resultados e do coeficiente de determinacao mostraram a

possibilidade de usar GDMEs impressas em andlises quimicas.

O modelo de GDME impresso por SLA (Figura 44) apresentou melhor sensibilidade,
na extracao, evidenciado pela maior inclinagdo da equacao de reta (Figura 45). O menor
headspace possivelmente facilita na extragdo, mas nao é possivel confirmar, uma vez que
o volume foi alterado e mantida a massa de formaldeido adicionado. Além disso, sua
construgao macica impede que o formaldeido seja adsorvido por cavidades geradas pela
impressao 3D e impede sua difusao para fora da GDME, fazendo com que o tinico caminho

possivel seja a membrana.

Figura 44 — Imagem da GDME produzida por SLA.

Tabela 34 — Curva analitica de formaldeido em agua utilizando GDME de PTFE e anali-
sada no fotdometro impresso.

Volume adicionado (pL) Absorbancia Média Desvio Erro (%)
20 0,0370 0,0225 0,0240 0,0279 0,00797 28,6
40 0,0849 0,0720 0,0655 0,0741 0,00987 13,3
60 0,125 0,117 0,1000 0,114 0,0126 11,1
100 0,210 0,197 0,199 0,202 0,00700 3,53
150 0,296 0,298 0,265 0,286  0,0188 6,57

A = 0,00200[Volume de Formaldeido] - 0,00693, R? = 0,996

Tabela 35 — Curva analitica de formaldeido em agua utilizando GDME produzida em
FDM e analisada no fotometro impresso.

Volume adicionado (pL) Absorbancia Média Desvio Erro (%)
20 0,0243 0,0194 0,0269 0,0235 0,00381 16,2
40 0,0542 0,0542 0,0504 0,0529 0,00219 4,14
60 0,0846 0,0989 10,0916 0,0917 0,00715 7,80
100 0,162 0,168 0,134 0,1546 0,0182 11,79
150 0,183 0,226 0,232 0,2133 0,0268 12,55

A = 0,00148]Volume de Formaldefdo] - 0,00239, R? = 0,992
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Tabela 36 — Curva analitica de formaldeido em agua utilizando GDME produzida em SLA
e analisada no fotometro impresso.

Volume adicionado (pL) Absorbancia Média Desvio Erro (%)
20 0,0887 0,0609 0,0866 0,0787 0,0155 19,7
40 0,162 0,187 0,215 0,188 0,0267 14,2
60 0,213 0,200 0,237 0,217 0,0187 8,63
100 0,339 0,417 0,381 0,379 0,0388 10,2
150 0,499 0,504 0,589 0,531 0,0509 9,60

A = 0,00340[Volume de Formaldefdo] + 0,0267, R? = 0,990

Figura 45 — Curva Analitica comparando as GDMEs em PTFE, e as impressas em FDM

e SLA.
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O valor estimado para a GDME impressa utilizando filamento PLA de alta qualidade
foi de R$ 16,00. A maior fracao do valor (R$ 14,00) corresponde ao PDMS, entéo o uso
de filamentos mais baratos nao gera uma reducao significativa no valor final da GDME;,

enquanto o valor estimado GDME produzida em impressora do tipo SLA foi de R$ 8,00.

45 Analise de Formaldeido em Esmalte Infantil utilizando GDME
Impressa por FDM

As analises de formaldeido em esmalte infantil foram realizadas utilizando as GDMEs
impressas em FDM. A escolha da GDME impressa por FDM frente & GDME impressa por
SLA foi feita pela intencao de se reutilizar os tubos falcon nas anélises, diminuindo ainda
mais o custo por analise. Ao trabalhar com a amostra de esmalte sem preparo, o residuo
gerado no final das andlises ficava aderido nas paredes do recipiente, entao, o formato da

GDME impressa por SLA dificultava sua limpeza, diminuindo a frequéncia analitica.

Para a determinacao de formaldeido em amostras de esmalte infantil, foi necesséria
a realizagao da curva analitica por adigcao de padrao. As Tabelas 37 e 38 apresentam os

dados da extragao de esmalte pela GDME impressa em FDM, enquanto as Figuras 46
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e 47 apresentam as curvas analiticas produzidas. Os erros foram maiores conforme era

esperado, ja que trata de amostras reais, que podem possuir outros analitos interferentes.

Tabela 37 — Dados da curva analitica por adicao de padrao em amostra de esmalte infantil
utilizando espectrofotometro.

Volume adicionado (pL) Absorbéancia Média Desvio Padrao Erro (%)
0,00 0,226 0,233 0,177 0,212 0,0305 14,4
20,0 0,240 0,282 0,264 0,262 0,0211 8,04
40,0 0,340 0,295 0,271 0,302 0,0350 11,6
60,0 0,345 0305 0304 0,318 0,0234 7.35
80,0 0,365 0,350 0,353 0,356 0,00794 2,23
100 0,419 0,402 0,369 0,397 0,0254 6,41

A = 0,00174[Volume de Formaldeido] + 0,220, R? = 0,985

Tabela 38 — Dados da curva analitica por adi¢cao de padrao em amostra de esmalte infantil
utilizando o fotometro impresso.

Volume adicionado (nl.)  Absorbéncia (u.a.) Média Desvio Padrao Erro (%)

0,00 0,220 0,160 0,221 0,200 0,0351 17,5
20,0 0,246 0,248 0,223 0,239 0,0138 5,77
40,0 0,322 0,254 0,262 0,279 0,0369 13,2
60,0 0,326 0,283 0,200 0,300 0,0229 7,65
80,0 0,361 0,328 0,322 0,337 0,0212 6,30
100 0,361 0,337 0,389 0,372 0,0309 8,29

A = 0,00168[Volume de Formaldefdo] + 0,204, R? = 0,994

Figura 46 — Curva analitica por adicao de padrao em amostra de esmalte infantil utilizando
espectrofotémetro.
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Figura 47 — Curva analitica por adicao de padrao em amostra de esmalte infantil utilizando
o fotébmetro impresso.
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Analisando os dados de ANOVA para cada curva analitica produzida no espectrofoto-
metro, Figuras 39 a 44, é possivel afirmar que as regressoes lineares sdo significativas (F'

tabelado < F), indicando que o modelo gerado pela regressao linear ¢ significativo.

Tabela 39 — Dados ANOVA para a primeira curva analitica por adicao de padrao para
amostra de esmalte infantil em espectrofotémetro.

gl SQ MQ F  F tabelado
Regressao 10,0258  0,0258 46,8  0,00238
Residuo 4 0,00221 0,000552
Total 5 0,0280

Tabela 40 — Dados ANOVA para a segunda curva analitica por adi¢cao de padrao para
amostra de esmalte infantil em espectrofotémetro.

gl SQ MQ F  F tabelado
Regressao 10,0160 0,0160 64,2 0,00131
Residuo 4 0,000998 0,000249
Total 50,0170

Tabela 41 — Dados ANOVA para a terceira curva analitica por adi¢cdo de padrao para
amostra de esmalte infantil em espectrofotémetro.

gl SQ MA@ F  F tabelado
Regressao 10,0227 0,0227 59,2 0,00153
Residuo 4 0,00153 0,000383
Total 50,0242
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Tabela 42 — Dados ANOVA para a primeira curva analitica por adi¢ado de padrao para
amostra de esmalte infantil utilizando o fotometro impresso.

gl SQ M@ F  F tabelado
Regressao 10,0207 0,0207 82,0 0,000823
Residuo 4 0,00101 0,000252
Total 5 0,0217

Tabela 43 — Dados ANOVA para a segunda curva analitica por adi¢ao de padrao para
amostra de esmalte infantil utilizando o fotometro impresso.

gl SQ M@ F  F tabelado
Regressao 10,0190  0,0190 40,8  0,00308
Residuo 4 0,00186 0,000465
Total 5 0,0208

Tabela 44 — Dados ANOVA para a terceira curva analitica por adicao de padrao para
amostra de esmalte infantil utilizando o fotometro impresso.

gl SQ M@ F  F tabelado
Regressao 1  0,0194 0,0194 61,3 0,00144
Residuo 4 0,00127 0,000317
Total 5 0,0207

Para exemplificar o célculo da concentragao de formaldeido em amostra de esmalte, a
regressao linear utilizada serd com os valores médios das absorbancias registradas pelo

espectrofotometro.

A = 0,00174[V olume de Formaldeido| + 0,220 (4.3)

O volume de formaldeido ¢ calculado pelo médulo da Equagao 4.3 quando zerada a

absorbancia.

—0,220
0,00174

Volumede formaldeido =

‘ = 126 L (4.4)

O volume calculado na Equacao 4.4 é convertido para mL e calculado a concentracao

de formaldeido presente na amostra.

0,126 mL x 100 mgL !
1000 mL

=0,00126 mg L~ (4.5)

3

Considerando a densidade do esmalte igual a 1 gcm™, a massa de formaldeido presente

em 0,1 g de esmalte é:

0,00126 mL x 100 mg
1000 mL

= 0,00126 mg = 0,00126% (4.6)



Capitulo 4. Resultados 74

Com base no exemplo de calculo acima, a Tabela 45 resume os valores das regressoes
lineares para cada curva analitica e a concentracao de formaldeido calculada em amostra
de esmalte infantil. Portanto, a concentracao calculada de formaldeido nas amostras de
esmalte é de 0,00128% 4-0,000242%.

Tabela 45 — Equacoes de reta para as extragoes de formaldeido em amostra de esmalte para
a GDME impressa em FDM utilizando espectrofotometro, e suas respectivas
concentragoes calculadas.

Regressao Linear Concentragao Calculada
A = 0,00192[Formaldeido] + 0,226 0,00118%
A = 0,00151[Formaldeido] + 0,236 0,00156%
A = 0,00180[Formaldeido] + 0,200 0,00111%

Realizando os mesmos calculos para o fotometro com base nos dados da Tabela 46, a
concentracao estimada de formaldeido na amostra de esmalte infantil utilizando GDME
impressa em FDM ¢é de 0,00122% =0,0000902%.

Tabela 46 — Equagoes de reta para as extragoes de formaldeido em amostra de esmalte
para a GDME impressa em FDM utilizando o fotometro impresso, e suas
respectivas concentragoes calculadas.

Regressao Linear Concentragao Calculada
A = 0,00172[Formaldeido] + 0,225 0,00131 %
A = 0,00165[Formaldeido] + 0,186 0,00113 %
A = 0,00166[Formaldeido] + 0,201 0,00121 %

As concentragoes de formaldeido determinadas em amostras de esmalte estavam em
concordancia com os valores permitidos pela legislacao brasileira (RDC N° 15, de 26
de margo de 2013), j&4 que esta concentragdo encontra-se abaixo do limite (0,05%) para
ser incluida no rétulo do produto. O fotébmetro apresentou desempenho préximo ao
espectrofotometro, com erro calculado de 4,70%. Comparando com outros trabalhos, a
Tabela 47 resume os valores informados de formaldeido em esmalte nao infantil. Voller et
al., informa concentracao de formaldeido entre 0,0004% e 0,171% [117], e Lv et al. informa
concentragao de formaldeido de 0,00166% [118], portanto, concentragao de formaldeido no

esmalte infantil esta dentro a faixa de concentracao utilizada pela industria.

Tabela 47 — Comparacao entre diversos trabalhos de determinagao de formaldeido presente
em esmaltes.

Autor Concentragao Método
Este Trabalho 0,00128% Espectrofotometro
Este Trabalho 0,00122% Fotometro
0,0004%

Voller. et al. 0.171% HPLC
Lv. et al. 0,00166% HPLC




Capitulo 4. Resultados 75

4.6 Andlise de Formaldeido em Creme Alisante Utilizando GDME
Impressa por SLA

As Tabelas 48 e 49 apresentam os dados do espectrofotometro e fotometro na extracao
do formaldeido em creme capilar pela GDME impressa por SLA. Foi possivel observar
nas amostras de creme, juntamente com a GDME produzida em SLA o bom desempenho
do fotometro impresso, que conseguiu identificar variagbes nas absorbancias iguais ao
espectrofotometro. As maiores variagoes nas extragoes ocorreram na amostra sem adigao de
padrao e na adicao de 100 pL de formaldeido. Por meio do teste de Grubbs, nao é possivel
excluir as absorbancias de 0,734 para o espectrofotometro e 0,629 para o fotometro, que
diminuem os coeficientes de correlacao abaixo de 0,99. As curvas analiticas plotadas nas
Figuras 48 e 49 possuem formas similares, porém o fotémetro apresentou maior variagao
em relacao a regressao linear quando comparado com o espectrofotometro. Os dados de
ANOVA, apresentados nas Tabelas 52 a 55, mostram que os modelos de regressao gerados

sao significativos.

Tabela 48 — Dados da curva analitica por adi¢do de padrao em amostra de creme alisante
utilizando espectrofotometro.

Volume adicionado (pL.)  Absorbancia (u.a.) Média Desvio Padrao FErro (%)

0,00 0,342 0,459 0,208 0,366 0,0832 22,7
20,0 0,470 0,575 0,407 0,484 0,0849 17,5
40,0 0,541 0,621 0,547 0,570 0,0446 7.82
60,0 0,552 0,736 0,551 0,613 0,107 17,4
80,0 0,888 0,983 0,721 0,864 0,133 15,4
100 1,04 1,21 0,734 0,995 0,241 24,3

A = 0,004231[Volume de Formaldeido] + 0,3892, R? = 0,9815

Tabela 49 — Dados da curva analitica por adi¢do de padrao em amostra de creme alisante
utilizando o fotometro impresso.

Volume adicionado (nl.)  Absorbéancia (u.a.) Média Desvio Padrao Erro (%)

0,00 0,325 0,388 0,222 0,312 0,0838 26,9
20,0 0,441 0,497 0,342 0,427 0,0786 18,4
40,0 0,507 0,538 0,485 0,510 0,0262 5,1
60,0 0,528 0,633 0,471 0,544 0,0823 15,1
80,0 0,801 0,858 0,611 0,757 0,129 17,1
100 0,921 0,970 0,629 0,840 0,184 21,9

A = 0,003550[Volume de Formaldeido] + 0,3459, R? = 0,9670
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Figura 48 — Curva analitica por adi¢ao de padrao em amostra de creme alisante utilizando
espectrofotometro.
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Figura 49 — Curva analitica por adi¢ao de padrao em amostra de creme alisante utilizando
o fotometro impresso.
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Tabela 50 — Dados ANOVA para a primeira curva analitica por adi¢do de padrao para
amostra de creme alisante em espectrofotometro.

gl SQ M@ F  F tabelado
Regressao 1 0,346 0,346 117 0,000417
Residuo 4 0,0119 0,00297
Total 5 0,358
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Tabela 51 — Dados ANOVA para a segunda curva analitica por adicao de padrao para
amostra de creme alisante em espectrofotometro.

gl SQ M@ F  F tabelado
Regressao 1 0,396 0,396 601 1,64 x 107
Residuo 4 0,00264 0,000659
Total 5 0,399

Tabela 52 — Dados ANOVA para a terceira curva analitica por adicao de padrao para
amostra de creme alisante em espectrofotometro.

gl 5Q MQ F F tabelado
Regressao 1 0,125 0,125 22,0  0,00934
Residuo 40,0227 0,00567
Total 5 0,148

Tabela 53 — Dados ANOVA para a primeira curva analitica por adicao de padrao para
amostra de creme alisante utilizando o fotometro impresso.

gl SQ MA@ F  F tabelado
Regressao 1 0,250 0,250 134 0,000317
Residuo 4 0,00743 0,00186
Total 5 0,257

Tabela 54 — Dados ANOVA para a segunda curva analitica por adi¢ao de padrao para
amostra de creme alisante utilizando o fotometro impresso.

gl SQ M@ F F tabelado
Regressao 1 0,245 0,245 185 0,000169
Residuo 4 0,00530 0,00132
Total 5 0,251
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Tabela 55 — Dados ANOVA para a terceira curva analitica por adi¢ao de padrao para
amostra de creme alisante utilizando o fotometro impresso.

gl SQ MQ F F tabelado
Regressao 1 0,104 0,104 21,4  0,00979
Residuo 4 0,0193 0,00483
Total 5 0,123

Como exemplo de calculo utilizando os valores de absorbancia média, a concentragao

de formaldeido em amostra de creme alisante, utilizando GDME impressa em SLA.

A = 0,004231[V olume de Formaldeido] + 0, 3892 (4.7)

O volume de formaldeido é calculado pelo médulo da Equacao 4.7 quando zerada a

absorbancia.

-0, 3892

Volumede formaldeido = m

| = 91,99 1L (4.8)

O volume calculado na Equacao 4.8 é convertido para mL e calculado a massa de

formaldeido presente na amostra de 1 mL adicionado a GDME.

0,09199 mL x 1000 mg
1000 mL

=0,09199 mg (4.9)

Considerando que a aliquota de 1 mL foi tomada de uma solugao de 25 mL a massa de
formaldeido presente é 25 vezes maior, igual a 2,230 mg. A massa de creme pesada foi de

2,0015 g, entao a contragao de formaldeido é:

2,230mg x 100%
2002 mg

= 0,1113% (4.10)

Tabela 56 — Equagoes de reta para as extracdes de formaldeido em amostra de creme
alisante para a GDME impressa em SLA utilizando espectrofotometro, e suas
respectivas concentragoes calculadas.

Regressao Linear Concentragao Calculada
A = 0,00476[Formaldeido] + 0,346 0,0908 %
A = 0,00509[Formaldeido] + 0,450 0,110 %
A = 0,00286[Formaldeido] + 0,372 0,162 %

A partir dos dados da Tabela 56 coletados em espectrofotometro, a concentracao de

formaldeido presente no creme alisante é de 0,121% 4-0,0368%.
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Tabela 57 — Equacoes de reta para as extragoes de formaldeido em amostra de creme
alisante para a GDME impressa em SLA utilizando o fotometro impresso, e
suas respectivas concentragoes calculadas.

Regressao Linear Concentragao Calculada
A = 0,00404[Formaldeido] + 0,338 0,104 %
A = 0,00400[Formaldeido] + 0,400 0,125 %
A = 0,00260[Formaldeido] + 0,300 0,144 %

A partir da Tabela 57, a concentracao de formaldeido em creme alisante utilizando o
fotémetro impresso é de 0,124% =+0,0200%. Comparando os dados do espectrofotometro e

do fotdémetro impresso, os dados possuem 2,42% de variagao.

Na comparagao dos resultados obtidos da GDME com um método analitico muito
mais sensivel, como a cromatografia gasosa com detecgao de massas (GC-MS), a Tabela
58 apresenta os dados obtidos a partir da cromatografia gasosa. E possivel notar a maior
sensibilidade da técnica, evidenciada pelo coeficiente angular da regressao linear (A.
de Integracao = 323,55[Volume de Formaldeido + 42247]). O menor erro da técnica
estd provavelmente associado a maior precisao que os equipamentos de cromatografia
possuem, a automatizacao do equipamento para realizar as inje¢oes de amostra na coluna
cromatografica, e a precisao e estabilidade da cAmara de aquecimento que aquece os frascos

contendo as amostras antes da inje¢cao no cromatografo.

Tabela 58 — Dados de curva analitica por adicdo de padrao em amostra de creme alisante

utilizando HS-GC-MS.

Volume adicionado (nL)  Area de integracio ~ Média Desvio Padrao Erro (%)

0,00 42985 42355 40722 42021 1168,0 2,7795
20,0 48498 46066 49062 47875 1592,1 3,3255
40,0 55655 54736 54750 55047 926,59 0,95662
60,0 61795 63906 63507 63069 1121,5 1,7782
100 75471 80435 69835 75247 9303,5 7,0482
150 89564 90160 90083 89936 324,17 0,36044

Area de Integracio = 323,55[Volume de Formaldeido] + 42247, R? = 0,99757
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Figura 50 — Curva analitica por adi¢ao de padrao em amostra de creme alisante utilizando

HS-GC-MS.
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Os dados de ANOVA, apresentados nas Tabelas 59 a 61 mostram que as curvas
analiticas produzidas utilizando HS-GC-MS sao representativas a extragao de formaldeido

em amostras de creme alisante.

Tabela 59 — Dados ANOVA para a primeira curva analitica por adicao de padrao para
amostra de creme alisante utilizando HS-GC-MS.

gl SQ MQ F F tabelado
Regressao 1 1,520 x 10” 1,52 x 10° 3,03 x 10> 6,51 x 107
Residuo 4 2,01 x 10° 501996 5,02 x 10°
Total 5 1,52 x 10°

Tabela 60 — Dados ANOVA para a segunda curva analitica por adicao de padrao para
amostra de creme alisante utilizando HS-GC-MS.

gl SQ M@ F  F tabelado
Regressao 1 1,79 x 10 1,79 x 10° 186 1,66 x 10~*
Residuo 4 3,83 x 10" 9,57 x 106
Total 5 1,82 x 10°

Tabela 61 — Dados ANOVA para a terceira curva analitica por adicdo de padrao para
amostra de creme alisante utilizando HS-GC-MS.

gl SQ M@ F F tabelado
Regressao 1 1,50 x 10 1,50 x 10° 260 8,64 x 107°
Residuo 4 2,30 x 10" 5,79 x 108
Total 5 1,52 x 10°

Como exemplo de calculo, a concentracao de formaldeido na amostra de creme utilizando

HS-GC-MS a partir da area média de integragao.

Area de Integracao = 323, 55[V olume de Formaldeido] + 42247 (4.11)
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O volume de formaldeido é calculado pelo médulo da Equacao 4.11 quando zerada a

area de integracao.

42247
323,55

Volume de formaldeido = | | = 130,57 uL (4.12)

O volume calculado na Equagao 4.12 é convertido para mL e calculado a massa de

formaldeido presente na amostra de 1 mL adicionado a GDME.

0,13057mL x 1000 mg
1000 mL

=0, 13057 mg (4.13)

Considerando que a aliquota de 1 mL foi tomada de uma solugao de 25 mL a massa de
formaldeido presente é 25 vezes maior, igual a 3,264 mg. A massa de creme pesada foi de

2,0502 g, entao a contracao de formaldeido é:

3,264 mg x 100%
2050 mg

= 0,1592% (4.14)

A Tabela 62 resume a concentracao de formaldeido para cada curva analitica em
amostra de creme alisante utilizando HS-GC-MS. Portanto, a concentragao de formaldeido
é de 0,15972% +0,0088451%.

Tabela 62 — Equacoes de reta para as extragoes de formaldeido em amostra de creme
alisante para analise utilizando HS-GC-MS, e suas respectivas concentragoes

calculadas.
Regressao Linear Concentragao Calculada
A = 315,65[Volume de Formaldeido] + 42863 0,16560%
A = 341,79[Volume de Formaldeido] + 41866 0,14937%
A = 313,20[Volume de Formaldeido] + 42012 0,16358%

Ao comparar concentragao de formaldeido utilizando GDME e HS-GC-MS, a variacao
por espectrofotometro é de 24,4%, enquanto a variacao pelo fotometro impresso é de 22,5%.
A Tabela 63 resume a concentracao de formaldeido calculada entre o espectrofotometro,

fotometro e por cromatografia.

Tabela 63 — Comparagao da concentragao de formaldeido em amostra de creme alisante
calculada por espectrofotometro, fotometro impresso e HS-GC-MS.

Instrumento Concentragao
Espectrofotometo  0,121% +0,0368%
Fotometro impresso  0,124% +0,0200%
HS-GC-MS 0,160% +0,00884%

A concentracao de formaldeido em creme alisante, calculada neste trabalho, esta dentro

da legislacao vigente (limite de 0,2%). Ao comparar com trabalhos realizados em 2024,



Capitulo 4. Resultados 82

Echerfaoui. et al. informa concentracoes de formaldeido em produtos para cabelo entre
0,01 a 0,1% [74], enquanto Aziz et al. informa concentragoes entre 0,0114 a 0,0280% [119],
a concentracao de formaldeido calculada neste trabalho estd ultrapassa 80%. Porém, ao
comparar com o trabalho de Lobo et al [120], que realizou a determinacao de formaldeido
em cosméticos fabricados antes da RDC N° 15, de 26 de margo de 2013, a concentracao de
formaldeido desta pesquisa é 1000% menor. A Tabela 64 resume os dados apresentados nos

trabalhos citados acima e informa a técnica utilizada para a determinacao de formaldeido.

Tabela 64 — Concentracao de formaldeido relatada por outros autores e as técnicas de
deteccao utilizadas.

Autor Concentracao Método
Echerfaoui et al. [74] 10,0100 - 0,100% HPLC-PDA
Azis et al. [119] 0,0114 - 0,0280 GC-MS
Lobo et al. [120] 1,75 - 2,92 GC-MS

4.7 Avaliacao das Métricas em Quimica Verde

Utilizando o software AGREE: Analytical GREennEss Calculator [121], é possivel
calcular a métrica verde da extracao de formaldeido por GDME (Figuras 52, 54, e 55) e
comparar com os métodos oficiais (Figuras 51 e 53) utilizados pelo MAPA e ANVISA. Ele
foi escolhido para o calculo de sustentabilidade pois inclui todo o processo de preparo e
analise das amostras, volume e toxicidade dos reagentes, gasto energético e seguranca do

operados. Outros

O método oficial utilizado pelo MAPA para analise de formaldeido em leite, apresentado
no Anexo D e E, é um método que utiliza grande quantidade de amostra e reagentes, e o
derivatizante, 72% &cido sulfurico, oferece risco ao analista. O uso de destilacao diminui a
frequéncia analitica de laboratérios com espaco reduzido. Todos esses fatores fazem com
que a métrica verde seja de 0,34. Ao comparar com a extracao por GDME, a métrica verde
é de 0,62.

Figura 51 — Métrica verde calculada para andlise de formaldeido em leite utilizando o

método oficial.
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Figura 52 — Métrica verde calculada para analise de formaldeido em leite utilizando GDME.

Ry,
A
s

Figura 53 — Métrica verde calculada para analise de formaldeido em cosméticos utilizando
o método oficial.

5y
0.48

Figura 54 — Métrica verde calculada para andlise de formaldeido em esmalte infantil
utilizando GDME.

As vantagens da GDME para analise de formaldeido em leite e sdo:

1. Menor volume de amostra;

2. Menor residuo gerado;

3. Nao utiliza 4cido em alta concentragao;
4. O método é quantitativo;

5. O tamanho da cuba de aquecimento permite a andlise de diversas amostras;
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Figura 55 — Métrica verde calculada para andlise de formaldeido em em creme alisante

utilizando GDME.

2

o Y%

6. Menor gasto energético.

O método oficial utilizado pela ANVISA para analise de formaldeido em cosméticos,
apresentado no Anexo D, é um método que utiliza grande volume de reagentes e possui
elevado niimero de etapas. Esses fatores fazem com que a métrica verde seja de 0,48,
enquanto a métrica para as GDMEs seja de 0,74 em amostras de esmalte e 0,73 em

amostras de creme capilar.

As vantagens da GDME para analise de formaldeido em leite e sdo:
1. Menor volume de amostra;

2. Menor residuo gerado;

3. O tamanho das GDMEs permitem a andlise de maior quantidade de amostras em

uma mesma cuba de aquecimento;
4. Menor nuimero de etapas;

5. Menor gasto energético por amostra.
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5 Conclusao

O presente trabalho demonstrou a aplicacao de dispositivos produzidos por impressao
3D em anélises quimicas, mostrando o fotometro impresso como um equipamento acessivel,
destacando-se por sua portabilidade e baixo custo de produgao (valor aproximado de R$
80 reais). O baixo custo dos dispositivos impressos se destaca frente aos seus equivalentes
comerciais na determinacao de formaldeido em diferentes amostras, como leite, esmalte
e creme alisante. O fotometro produzido performou préoximo aos espectrofotéometros
comerciais utilizados como comparagao nas diferentes amostras utilizadas (leite, esmalte
infantil e creme alisante). O baixo erro apresentado e os testes estatisticos realizados
mostram que o fotometro produzido gera resultados confiaveis, sendo possivel utiliza-lo
em atividades no ensino de quimica. Além disso, o baixo consumo de energia aliado ao
seu tamanho permite a realizacao de andalises quimicas em locais remotos ou sem energia

elétrica, usando alimentacao por bateria.

A utilizacdo de GDMEs para determinacao de formaldeido em leite mostrou que é
possivel realizar analises com a minima manipulacdo da amostra, utilizando reagentes
de menor toxicidade comparados ao método recomendado pelo MAPA. A otimizacao da
extracao a partir do planejamento de experimentos permitiu obter as melhores condicoes

de extracao, como temperatura, pH, tempo.

A determinacao de formaldeido em amostras de esmalte e creme alisante mostraram
que é possivel utilizar GDMEs impressas para analises quimicas utilizando um método

mais verde comparado ao recomendado pela ANVISA.



86

6 Perspectivas

A constante evolugdo nos componentes eletronicos e a diminuicao dos pregos permitem
aplicar melhorias ao fotometro. A utilizacao de fotodiodos capazes de gerar maior corrente
em relagdo ao comprimento de onda utilizado neste trabalho, em teoria, melhoraria a
sensibilidade do fotometro. A utilizacdo de um LED que possua emissao mais proximo a
absor¢ao maxima do DDL melhora a sensibilidade e também diminui os desvios da lei de

Lambert-Beer.

As GDMEs produzidas em FDM podem ser anexadas em outra peca impressa em
3D, mas com menor headspace, diminuindo o tempo necessario para estabelecimento do

equilibrio entre as diferentes fases do sistema.

As GDMESs produzidas em SLA permitem a leitura direta da absorbancia. Espera-se
encontrar um material de baixo custo que possa servir tanto como recipiente para a solucgao
derivatizante quanto como cubeta para a leitura de absorbancia em um fotometro adaptado

para esse fim.
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ANEXO A - Programacao do Arduino

/*

Smoothing

Reads repeatedly from an analog input, calculating a running
average and printing it to the computer. Keeps ten readings

in an array and continually averages them.

The circuit:
— analog sensor (potentiometer will do) attached to analog

input 0

created 22 Apr 2007

by David A. Mellis <dam@mellis.org>
modified 9 Apr 2012

by Tom Igoe

This example code is in the public domain.

https://www.arduino.cc/en/Tutorial /BuiltInExamples/Smoothing

*/

// Define the number of samples to keep track of. The higher
the number, the more the readings will be smoothed, but the

slower the output will respond to the input. Using a constant
rather than a normal variable lets us use this value to

determine the size of the readings array.
const int numReadings = 10;

int readings [numReadings|; // the readings from
// the analog input

int readlndex = 0; // the index of the
// current reading

int total = 0; // the running total
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int average = 0; // the average
int inputPin = AO;

void setup () {
// initialize serial communication with computer:
Serial . begin (9600);
// initialize all the readings to O:
for (int thisReading = 0; thisReading < numReadings;
thisReading++) {
readings [thisReading| = 0;

void loop () {
// subtract the last reading:
total = total — readings|[readIndex|;
// read from the sensor:
readings [readIndex| = analogRead (inputPin );
// add the reading to the total:
total = total + readings[readIndex];
// advance to the mnext position in the array:
readIndex = readIndex + 1;

// if we’re at the end of the array...
if (readIndex >= numReadings) {
// ...wrap around to the beginning:

readIndex = 0;

// calculate the average:

average = total / numReadings;

// send it to the computer as ASCII digits
Serial.println (average);

delay (1); // delay in between reads for stability
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Figura 56 — Grafico de superficie do planejamento 2* para GDME preparada com filtro
Mitex em leite.
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Figura 57 — Grafico de superficie do planejamento 2* para GDME preparada com fita
PTFE em leite.
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Figura 58 — Grafico de superficie do planejamento 2* para GDME preparada com fita
PTFE e ventilacao.
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Figura 59 — Grafico de superficie do planejamento 2°~! em leite integral.
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ANEXO B. Curvas de Superficie

Figura 60 — Grafico de superficie do planejamento 25! em leite semidesnatado.
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Figura 61 — Gréfico de superficie do planejamento 25~ em leite desnatado.
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ANEXO C - Curvas de Superficie

Figura 62 — Grafico de superficie para o modelo de refinamento em leite desnatado.
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ANEXO D - Métodos Oficiais para Analise
de Produtos de Origem Animal

2.13 Deteccao de formaldeido

Utilizar o método B da norma AOAC 931.08. Reportar “positivo” caso seja detectada

a presenca de formaldeido na amostra e “negativo” em caso contrario.
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ANEXO E - AOAC 931.08 - Formaldeido em

alimentos

A. Preparo de amostra

Se a amostra for solida ou semissolida, macere 100 g com 100 mL de H>O em uma
almofariz. Transfira para um frasco Kjeldahl de 800 mL, acidifique com H3 POy, adicione
1 mL de excesso, conecte com o condensador atraves de armadilha e destile lentamente 50
mL. Para leite, dilua 100 mL com 100 mL de H,O e acidifique e destile para solidos. Com

outros alimentos liquidos, acidifique 200 mL e destile como para sélidos.
B. Teste de acido cromotrépico

(a) Reagente. Prep. solugao saturada de acido 1,8-diidroxinaftaleno-3,6-dissulfonico
(aproximadamente 500 mg/100 mL) em aproximadamente 72% de H5SO4 (despeje 150
mL de Hy,SO, em 100 mL de H50 e deixe esfriar). A solugao é de cor palha clara.

(b) Teste.-Coloque 5 mL de reagente em tubo de ensaio e adicione, com mistura, 1 mL
de destilado, 931.08A. Coloque em banho de H>O fervente por 15 min, e observe durante
o periodo de aquecimento. A presenga de HCHO ¢ indicada pelo aparecimento de roxo

claro a escuro (profundidade da cor dependendo da quantidade de HCHO presente).
C. Teste de Hehner-Fulton
(Cuidado: Veja notas de seguranga sobre dcido sulfirico e bromo.)

(a) Solug. oxidante - Adicionar, em pequenas por¢oes, Br-H,0 saturado em volume

igual ao Hy SO, frio, resfriando durante toda a operacao.

(b) Teste. A 6 mL de H2SO, frio adicione 5 mL de destilado, 931.08A, lentamente e
com resfriamento. Coloque 5 mL da mistura no tubo de ensaio e adicione, lentamente e
com resfriamento, 1 mL de leite sem aldeido, depois 0,5 mL de solugao oxidante. Misture.

Rosa-parpura indica HCHO.
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ANEXO F - Guia de Controle de Qualidade

de Produtos Cosméticos.

Identificacao e Doseamento de Formaldeido Livre
Preparo do Reagente de Schiff

Pesar 100 mg de fucsina em um béquer e dissolver em 75 mL de dgua a 80 °C. Apds
o resfriamento, acrescentar 2,5 g de sulfito de sédio heptaidratado. Completar até 100

mg L. Tempo de conservacio: duas semanas.
Procedimento

Pesar analiticamente 2 g de amostra em um béquer de 10 mg L=!. Juntar duas gotas de
4cido sulftrico 1 molL™1 e 2 mg L™! de reagente de Schiff. Esse reagente deve estar incolor
no momento da utilizacdo. Agitar e deixar reagir durante cinco minutos. O surgimento de
uma coloracao rosa ou malva, apds cinco minutos, indica a presenca de uma quantidade

de formaldeido superior a 0,01%.

Doseamento Global do Formaldeido por Colorimetria com
Acetilacetona

Preparo de Solucgoes
a) Reagente de acetilacetona

Pesar 150 g de acetato de amonio anidro em um balao volumétrico de 1000 mg L.
Adicionar 2 mgL™! de acetilacetona (recentemente destilada a pressao reduzida — 25 mm
Hg 25 °C — e que nao deve apresentar absor¢ao a 410 nm) e 3 mgL~! de 4cido acético
concentrado, completando o volume com agua. O pH da solucao deve estar em torno de

6,4. Esse reagente deve ser preparado no momento do uso.
b) Reagente sem acetilacetona
Proceder como descrito acima, porém nao adicionar a acetilacetona.
c¢) Solucao mae de formaldeido padrao

Pesar 5 g de formaldeido (37-40%) e transferir para um balao volumétrico de 1000

mg L1, completando o volume com 4gua.
d) Determinacao do titulo da solugdo mae

Pipetar 10 mg L~! da solucdo padrao. Adicionar 25 mgL~! de solucido padrao de iodo
0,056M e 10 mg L' de solucdo de hidréxido de sédio 1 mol L=!. Deixar repousar durante

cinco minutos. Acidificar com 11 mgL~! de 4cido cloridrico 1 molL~! e dosear o iodo
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em excesso com uma solucao padrao de tiossulfato de sédio 0,1 mol L=!, em presenca de
goma de amido como indicador; 1 mg L™t dessa solucao de iodo 0,05 mol L~! consumida

corresponde a 1,5 mg de formaldeido.
e) Solugéao diluida de formaldeido padrao

Efetuar sucessivamente uma diluigdo 1/20 e depois uma diluigao 1/100 da solugdo mae
em agua; 1 mg L' dessa solu¢do mae contém cerca de 1 pg de formaldeido. Calcular o

seu teor exato.
f) Solucao amostra

Pesar uma quantidade de amostra de aproximadamente 150 pg de formaldeido. Trans-
ferir para um baldo volumétrico de 100 mg L~!. Completar o volume com agua e misturar.
Verificar se o pH esta proximo de 6. Caso contrério, ajustar com solucao de acido cloridrico
0,1M. Em um erlenmeyer de 50 mg L~!, transferir 10 mgL~! da solucido amostra e 5

mg L~! de reagente de acetilacetona, e adicionar dgua até o volume de 30 mgL~*.
g) Solucao testemunha

A interferéncia da coloracao de fundo na amostra de ensaio é eliminada da seguinte
forma: em um erlenmeyer de 50 mg L. ™!, transferir 10 mg/L da solucdo amostra e 5 mg L

de reagente sem acetilacetona, e adicionar dgua até o volume de 30 mg L 1.
h) Ensaio em branco

Em um erlenmeyer de 50 mg L=, transferir 5 mg L~! de reagente de acetilacetona, até

completar um volume de 30 mgL~! com 4gua.
Procedimento

Agitar as misturas preparadas das solugdes de amostra, testemunha e branco. Deixar os
erlenmeyers em banho-maria a 60 °C, durante dez minutos. Esfriar durante dois minutos

em um banho de agua gelada.

Transferir para um filtro de decantacio de 50 mgL~! contendo exatamente 10 mg L™*
de 1-butanol. Lavar com 3 a 5 mgL~! de dgua. Agitar a mistura durante trinta segundos

e deixar decantar.

Filtrar a fase butandlica por um filtro separador de fase (ref. Whatman 1PS ou
equivalente) para cubetas do espectrofotémetro. Pode-se também centrifugar a 300 rpm

durante cinco minutos.

Determinar a absorbancia A (A1) a 410 nm do extrato da solugdo amostra em relagao
ao extrato da solugdo testemunha. Da mesma forma, determinar a absorbancia A (A2) do

extrato do ensaio em branco em relacao a 1-butanol.

Nota: Todas essas operacgoes devem ser realizadas no periodo de 25 minutos a partir

do momento em que os erlenmeyers sao colocados em banho-maria a 60 °C.
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Curva de Calibragao

Transferir 5 mg L' de solucao padrio diluida e 5 mg L=! de reagente de acetilacetona

para um erlenmeyer de 50 mg L~!. Completar o volume com 4gua, até 30 mgL~!.

Determinar a absorbancia (Al) a 410 nm do extrato da solu¢do amostra em relacao
ao 1-butanol. Continuar o procedimento segundo as indicagoes para o doseamento e
determinar a absorbancia em relagdo ao 1-butanol. Repetir o processo com 10, 15, 20 e 25

mg L~ de solucao padrao diluida.

Para obter o valor do ponto ‘0° (correspondente a coloracao dos reagentes), proceder

determinando a absorbéncia (A2) do extrato do ensaio em branco em relagdo a 1-butanol.

Construir a curva de calibracao apés a subtragdao do valor do ponto ‘0" de cada uma

das absorbancias obtidas nas solugoes anteriores.



108

ANEXO G - Parametros de Impressao.

GDME impressa por FDM utilizando impressora Creality K1C

Foram utilizadas as configuragoes padrao do software Creality: 0,20 mm Standard
Creality K1C 0.4 nozzle, ativando a opcao de suporte. A temperatura de impressao foi

configurada para o polimero Hyper PLA. As principais configuragoes foram:
Temperatura do Bico: 220 °C;
Temperatura da Mesa: 50 °C;
Altura da Camada: 0,2 mm,;
Altura da Primeira Camada: 0,2 mm;
Perimetros: 2;
Padrao de Superficie Superior: Linha Monotona;
Camadas do Topo: 5;
Espessura da Parede do Topo: 0,8 mm;
Padrao de Superficie Inferior: Mondtono;
Camadas de Base: 3;
Densidade do Preenchimento: 15%;
Padrao de preenchimento: Grade;
Suporte: Ativado;
Tipo de Suporte: Normal,

Estilo do Suporte: Padrao.
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GDME impressa por SLA utilizando impressora Creality Halot Mage Pro
As principais configuracoes foram:

Espessura da Camada: 0,05 mm;

Tempo de Exposicao: 1,4 s;

Light off Delay: 4 s;

Velocidade do Motor: 5 mms™!;

Altura de Elevagao: 8 mm,;

Exposicao Inicial: 30 s;

Camada de Exposi¢ao Inferior: 4.
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