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RESUMO

Desenvolvimento de procedimento analitico limpo para determinacédo de
formaldeido em amostras de leite bovino

O leite € um produto comumente fraudado, seja pelo desnate ou pela adicdo de
substancias proibidas pela Legislacdo, como: neutralizantes de acidez, &agua,
conservantes, reconstituintes de densidade ou qualquer outro elemento estranho a
sua natureza. A fraude coloca em evidéncia a importancia do controle de qualidade
de toda cadeia leiteira, visto que o consumidor pode estar sujeito a um alimento
inseguro. Dentre os adulterantes empregados no leite, o formaldeido é utilizado como
conservante para mascarar uma deterioracdo microbioldgica. O formol é téxico se
ingerido ou inalado, causando sintomas desde fortes dores de cabeca e nauseas até
coma e morte por faléncia respiratdria. Atualmente, os métodos de deteccdo do
formaldeido sdo morosos e empregam reagentes de alta toxicidade, expondo o
analista e o ambiente a riscos na manipulacdo e descartes de residuos,
respectivamente, critérios que nado satisfazem os preceitos da quimica verde. O
presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de procedimento analitico
limpo e sensivel que visou o preparo de amostras on-line para quantificacdo de
formaldeido em amostras de leite bovino. Para tanto, foi empregado sistema de
multicomutacdo monossegmentado constituido por valvulas e microbomba solenoide
com clean-up online da amostra e medida espectrofotométrica em 412 nm. Apos
otimizacao do sistema, resposta linear foi obtida até 20 mg L™, descrita pela equacéo:
A =0,1028 + 0,0034 C mg L* formaldeido, r=0,9788. Limite de deteccéo, coeficiente
de variacdo e frequéncia analitica foram estimados em 0,45 mg L; 2,8% e 48
determinacdes ht, respectivamente. Em cada determinacéo foram consumidos 0,014
mL de acetilacetona e 0,037 mg de acetato de amonio e gerados 3 mL de residuo. As
principais espécies concomitantes presentes na amostra de leite ndo interferiram na
determinacdo de formaldeido em concentragbes maiores que as usualmente
encontradas. Estudos de adicdo e recuperacdo de formaldeido foram realizados,
obtendo-se valores entre 80 - 119% para leites integrais e desnatados UHT. A
metodologia proposta apresentou vantagens na reducdo de volumes de reagentes,
bem como reducdo da quantidade de residuos gerados, menor tempo de andlise e
maior frequéncia analitica. A versatilidade dos sistemas de analise em fluxo permite
ampla aplicacdo em rotinas laboratoriais e constitui ferramenta importante na
deteccéo de fraudes em leite e, consequentemente, na seguranca do produto ofertado
aos consumidores.

Palavras-chave: Analise por injecdo em fluxo; Quimica verde; Fraude em alimentos;
Andlise de Alimentos



ABSTRACT

Development of green analytical procedure for determination of
formaldehyde in milk

Milk is a product that is commonly defrauded, either by skimming or by the addition of
substances prohibited by legislation, such as: acidity neutralizers, water, preservatives,
density restoratives or any other element foreign to its nature. The fraud highlights the
importance of quality control of the entire dairy chain, since the consumer may be
subject to an unsafe food. Among the adulterants used in milk, formaldehyde is used
as a preservative to mask microbiological deterioration. Formaldehyde is toxic if
ingested or inhaled, causing symptoms ranging from severe headaches and nausea
to coma and death from respiratory failure. Currently, formaldehyde detection methods
are time consuming and employ highly toxic reagents, exposing the analyst and the
environment to risks in the handling and disposal of waste, respectively, criteria that
do not satisfy the precepts of green chemistry. The present work aimed to develop a
clean and sensitive analytical procedure aimed at preparing samples online for
guantification of formaldehyde in bovine milk samples. For this purpose, a
monosegmented multicomutation system consisting of valves and a solenoid micro
pump with online sample clean-up and spectrophotometric measurement at 412 nm
was employed. After system optimization, a linear response was obtained up to 20 mg
L-1, described by the equation: A = 0.1028 + 0.0034 C mg L-1 formaldehyde, r =
0.9788. Detection limit, coefficient of variation and analytical frequency were estimated
at 0.45 mg L-1; 2.8% and 48 h-1 determinations, respectively. In each determination,
0.014 ml of acetylacetone and 0.037 mg of ammonium acetate were consumed and 3
ml of residue were generated. The main concomitant species present in the milk
sample did not interfere in the determination of formaldehyde in concentrations higher
than those usually found. Formaldehyde addition and recovery studies were carried
out, obtaining values between 80 - 119% for whole and skimmed UHT milk. The
proposed methodology showed advantages in reducing the volume of reagents, as
well as reducing the amount of waste generated, less analysis time and higher
analytical frequency. The versatility of flow analysis systems allows wide application in
laboratory routines and constitutes an important tool in the detection of milk fraud and,
consequently, in the safety of the product offered to consumers.

Keywords: Flow injection analysis; Green chemistry; Food fraud; Food Analysis



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Leite pode ser definido, segundo a Legislacdo brasileira, como o produto
oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condicbes de higiene, de vacas
sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2017). E um alimento complexo,
representando um equilibrio entre a solucdo aquosa, emulséo fina de globulos de
gordura e suspensao coloidal de proteinas. Apresenta-se como um liquido de cor
branca, ligeiramente amarelado, de odor suave e gosto adocicado (CIENCIA..., 2008).

Em termos de composicdo centesimal, a agua é o principal constituinte do leite,
representando 87,5% de sua constituicdo, enquanto o restante (12,5%), também
conhecido como matéria seca, compreende as proteinas, gordura, lactose, sais
minerais e vitaminas. O leite € um alimento amplamente consumido em todo o mundo,
tanto na forma in natura quanto na forma de seus derivados, e.g., queijos, iogurtes e
manteiga (ROCHA, 2015).

Segundo Santos (2014), a qualidade do leite depende de um conjunto de
medidas que abrangem desde o treinamento e capacitagdo da mao-de-obra nas
propriedades rurais, boas praticas agropecuarias, boa assisténcia técnica, além de
um sistema de pagamento diferenciado que incentiva uma perspectiva de avanco na
qualidade do produto.

O controle de qualidade do leite é realizado por meio de andlises fisico-
qguimicas (e.g. densidade, acidez, indice crioscépico), microbiologicas (e.g. contagem
bacteriana total, contagem de células somaticas) e de fraudes e adulteracdes (e.g. de
antibioticos, conservantes e cloretos).

O leite € um produto comumente fraudado, seja pelo desnate ou pela adicao
de substancias proibidas pela legislacdo como neutralizantes de acidez, agua,
conservantes, reconstituintes de densidade ou qualquer outro elemento estranho a
sua natureza (BRASIL, 2011). O objetivo da fraude quase sempre é obter maior
rendimento do produto (adicdo de agua, soro de queijo, urina). Além disso, visam
também alterar as caracteristicas e 0os componentes, com 0 intuito de receber
bonificagcdes em sistemas que realizam o pagamento do leite por qualidade (VIOTTO,;
CUNHA, 2006 apud MAREZE et al., 2015), criando assim, competicdo desleal e
impacto negativo na economia.

Dentre os adulterantes empregados no leite, o formaldeido (CH20) é utilizado

como conservante para mascarar uma deterioracdo microbiolégica e praticas



higiénico-sanitarias inadequadas, em fun¢éo de sua a¢éo conservante. O formaldeido
€ um gas produzido a partir do metanol que, na forma liquida (misturado a agua e
alcool) é denominado de formalina ou formol e tem func&o estabilizante. E empregado
na preservacdo de tecidos para analises histopatolégicas, na agricultura como
conservante para forragem, entre outras aplicacdes (INCA, 2018).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer - INCA (2018), o formaldeido é soluvel
em agua, sendo rapidamente absorvido no trato respiratorio e gastrointestinal e,
posteriormente, metabolizado. Embora o formol e os metabdlitos sejam capazes de
penetrar na pele humana, a absorcdo dérmica € mais leve, porém podem induzir a
dermatites de contato. O formol é téxico se ingerido ou inalado, causando sintomas
como fortes dores de cabeca, edema pulmonar, dores abdominais, nauseas, vémito,
colapsos circulatérios, danos degenerativos no figado, coracdo e cérebro, perda de
consciéncia, coma e morte por faléncia respiratoria (INCA, 2018). Além disso, o
formaldeido € reconhecido como agente cancerigeno em humanos, segundo a IARC
— International Agency for Research on Cancer, da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (2006).

O método usual de determinacéo de formaldeido é caracterizado por uma etapa
de destilacéo prévia da amostra de leite, seguida de aquecido com acido cromotrépico
em presenca de acido sulfurico, gerando produto de condensacao que apoés oxidado,
transforma-se nhum composto de coloracao violeta (BRASIL, 2006). O uso desses
reagentes no procedimento analitico, bem como as etapas envolvidas no
procedimento experimental, expde o analista e 0 ambiente a riscos na manipulacéo e
descartes de residuos, respectivamente, critérios que nao satisfazem os preceitos da
guimica verde.

A Quimica Verde € uma abordagem para sintese, processamento e uso de
produtos e processos quimicos que reduzem riscos para 0s seres humanos e ao meio
ambiente (ANASTAS, 1999). Foi proposto pela primeira vez em 1993, através do
programa Alternative Synthetic Pathways for Pollution Prevention da Agéncia de
Protecdo Ambiental Norte Americana (EPA), tendo como proposta inicial, o
aprimoramento de produtos e processos quimicos ja existentes e a criacdo de
alternativas “limpas” para prevencado da poluicdo do meio ambiente, bem como a
garantia do desenvolvimento sustentavel dos processos quimicos (TUNDO, 2000).

Desse modo, uma alternativa aos métodos convencionais da quimica analitica

€ 0 emprego da analise por injecdo em fluxo, que tem como conceito norteador, um
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sistema de andlises em fluxo que otimiza o tempo de andlise e obtencédo de resultados,
bem como o uso de menores volumes de solventes e reagentes e, consequentemente
geracdo de menos residuos.

A analise por injecdo em fluxo continuo (FIA — Flow Injection Analysis) foi
proposta por Ruzicka e Hansen em 1975 e consiste em um processo de mecanizagao
de procedimentos analiticos, no qual a amostra em solucdo aquosa € introduzida em
um fluido carregador, sendo transportada em direcdo ao detector (REIS; GINE;
KRONKA, 1989). Nesse transporte, reacdes quimicas e etapas de separacao,
concentracéo ou eluicdo podem ocorrer, de modo a promover a deteccao do analito
de interesse. Os detectores acoplados podem ser espectrofotometros UV — Vis ou de
absorcao atdbmica, potenciébmetros, condutivimetros, entre outros.

Em virtude dos probleméticos efeitos do formaldeido na saude humana, é
necessario o monitoramento em amostras de leite bovino. Além disso, o
desenvolvimento de procedimentos limpos, simples, com novas estratégias para o
preparo de amostras, confiaveis, altamente sensiveis e seletivos, enriguecem as

alternativas para a quimica analitica.

2 OBJETIVO

O presente projeto teve como objetivo o desenvolvimento de procedimento
analitico limpo e sensivel que visou o preparo de amostras on-line para quantificacdo
de formaldeido em amostras de leite bovino. Para tanto, foi explorado o emprego de

sistema monossegmentado com multicomutacéo e deteccao espectrofotométrica.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cadeia produtiva do leite e fraude

Segundo a legislacéo vigente, o leite € definido como o produto oriundo da
ordenha completa e ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias, bem
alimentadas e descansadas (BRASIL, 2017). E um alimento complexo, sendo que
parte de seus componentes é produzida pelas células secretoras da glandula mamaria
dos mamiferos e outra porcdo advém da corrente sanguinea dos mesmos
(GUERREIRO et al., 2018).

Apresenta-se como um liquido branco opaco, composto principalmente por

agua, proteinas, lactose, acidos graxos saturados e insaturados, além de vitaminas
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do complexo A e B e uma quantidade significativa de minerais como o célcio, fosfato
e citrato (GUERREIRO et al., 2018).

Nas ultimas décadas, as proteinas do leite tém recebido atencao crescente por
conta de sua propriedade funcional, mas especificamente, o0s peptideos
fisiologicamente ativos. Segundo Korhonen (2009) , os peptideos bioativos sdo
fragmentos especificos de proteinas que tém um impacto positivo nas funcdes ou
condi¢cbes do corpo e podem, em ultima instancia, influenciar a saude, reduzindo o
risco de doencas crbnicas através de beneficios como atividade antioxidante e anti-
hipertensiva, por exemplo. Atualmente, as proteinas do leite séo consideradas a fonte
mais importante de peptideos bioativos, o que corrobora a importancia nutricional
desse alimento.

A producéo de leite € um dos principais setores do agronegdécio brasileiro; o
Brasil € o quinto maior produtor de leite do mundo, com mais de 33 bilh&es de litros
de leite produzidos em 2018, correspondendo a 6% do volume global de producao
(BANKUTI; CALDAS, 2018; MILKPOINT, 2019). Em termos de exportacdo, o Brasil
também conta com volume relevante para o setor: mais de 11 milhdes de litros em
maio de 2020, segundo dados da MilkPoint (2020).

A cadeia produtiva do leite esta inserida num contexto de intensas mudancas
na agropecudria brasileira, desde os anos 1990, quando da estabilizacdo da economia
e 0 consequente aumento do poder de compra da populacdo que incentivaram a
demanda por produtos e servi¢os, especialmente por produtos de demanda reprimida.
Além disso, as diretrizes de regulamentacéo do setor lacteo foram sendo desenhadas
ao longo das ultimas décadas de modo a capacitar produtores, promover uma cadeia
produtiva solida e atender a demanda nacional (BANKUTI; CALDAS, 2018).

A legislacédo vigente esta fragmentada em trés Instru¢cdes Normativas (INs), as
IN 76, IN 77 e aIN 78, todas publicadas em 2018. Essa separacéo teve como objetivo
promover melhor entendimento das orientagbes e facilitar a interpretacdo pelos
produtores e profissionais da area. Em resumo, a IN 77/2018 trata da producéo de
leite até a recepcao no laticinio e a IN 76/2018 da entrada no laticinio até a expedigéo.
A IN 78/2018 abrange requisitos e procedimentos que visam o controle leiteiro e
avaliacdo genética de animais com aptidao leiteira (FAGNANI, 2019; BRASIL, 2018).

Apesar de todo o controle e fiscalizagdo por 6rgaos federais, além de recursos
como o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade de Leite (PNQL), criado em

1998 pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que objetiva
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justamente promover a pecuaria leiteira, ha acfes fraudulentas na cadeia produtiva
do leite. As fraudes e adultera¢ges, ocorrem com o intuito de obtencédo de lucro ou na
intencdo de mascarar produto de procedéncia duvidosa. Segundo Castro (2019):
[...] tipicamente, o leite é adulterado para ganho financeiro ou devido as mas
condicdes de higiene de processamento, armazenamento, transporte e
comercializacdo. Pode-se dividir as fraudes no leite em quatro grandes
grupos: alteracdo intencional na composicdo do leite, falhas na

pasteurizacdo, mistura de leites de espécies diferentes e fraudes de
rotulagem.

As praticas incluem por exemplo, adicdo de 4gua para aumentar o volume do
leite; adicdo de alcalinos para aumentar a conservacao ou diminuir a acidez; adi¢ao
de conservantes como formaldeido, acido bérico, peréxido de hidrogénio para inibir o
crescimento microbiano; adicdo de reconstituintes como a melanina para modificar o
valor proteico e ainda adicdo de reconstituintes de densidade como sacarose e urina
(CASTRO, 2019). Todas essas praticas sdo proibidas pela Legislacdo e promovem
riscos a cadeia produtiva e expdem o consumidor a um alimento inseguro.

Relatos de fraudes e adulteracdes do leite datam desde do século XIX no Brasil
escravocrata, quando se fazia adicdo de agua ao produto, a fim de se obter lucros
sobre a comercializacdo. Meireles (2015) afirma que durante esse periodo, certos
negociantes mandavam os frascos de leite fechados com cadeado e que, através de
uma segunda chave, seus fregueses 0s abriam no momento propicio para 0 consumo.
O autor sustenta ainda que “[...] seria necessario mais de um século para que o
consumidor brasileiro viesse a ter acesso ao leite tratado termicamente, sem fraude e
em embalagem inviolavel individual”.

Mesmo em dias atuais, casos de fraudes permeiam a cadeia produtiva do leite.
Foi o caso da Operacdo Leite Compensado que investigou um esquema de
adulteracdo do leite no Rio Grande do Sul em 2013 (EMPRESA..., 2013). Nesse
esquema, agua era adicionada ao leite a fim de aumentar o volume e, para recompor
a porcentagem protéica advinda da diluicdo dos componentes, ureia agricola, que
contém formaldeido n&o intencional, era acrescida ao produto. O leite cru era
adulterado pela empresa transportadora, antes de chegar a indastria de
beneficiamento, o que evidencia a necessidade de aprimoramento e rastreabilidade
de todos os pontos da cadeia produtiva a fim de garantir a seguranca do alimento.

As metodologias de determinacdo de adulterantes (ou mesmo dos

componentes) do leite podem ser morosas, com utilizacdo de reagentes e solventes
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toxicos, gerando residuos também toxicos, o que coloca em evidéncia a necessidade
de viabilizar ferramentas e metodologias alternativas para auxiliar o controle de
qualidade do leite, produto fundamental para a agropecuéaria brasileira, de uma forma

mais ambientalmente amigavel.

3.2 Formaldeido

O formaldeido (CH20) — sinénimos: formol, metanal, formalina, aldeido férmico,
formalida 40, oximetileno, formalite - é um gas a temperatura ambiente com forte odor
caracteristico e altamente inflamavel (CETESB, 2012). Esta presente no ambiente
originado de incéndios e outras fontes naturais de combustéo e antropogénicas como
usinas de energia, fabricas e emissao veicular. Também é formado naturalmente na
troposfera durante a oxidacdo de hidrocarbonetos, os quais reagem com radicais
hidroxila e ozénio formando, além do formaldeido, outros aldeidos (CETESB, 2012).

E muito utilizado em resinas sintéticas, fenolicas, uréicas e melaminicas nas
industrias de madeira, papel e celulose; em abrasivos, plasticos, esmaltes sintéticos,
tintas e vernizes, industria téxtil e de fundicao, entre outras aplicacdes. Devido ao seu
excelente poder desinfetante, atuando sobre bactérias, fungos e virus, € empregado
também na sanitizacdo de superficies na cadeia avicola, por exemplo, onde é utilizado
a solucéo aquosa de formaldeido a 37% (m/v) (RUI et al. 2011).

Por ser soluvel em &gua, o formaldeido é rapidamente absorvido no trato
respiratorio e gastrointestinal e metabolizado. E um produto toxico se ingerido, inalado
ou tiver contato com a pele (embora a absorcdo dérmica seja mais leve). Os sintomas
frequentes incluem desde dor de cabeca, falta de ar, vertigem, dificuldade para
respirar até perda de consciéncia e morte por faléncia respiratoria, além disso a IARC
classificou o formaldeido como carcinogénico, tumorogénico e teratogénico por
produzir efeitos na reproducdo humana. Especificamente em relacdo ao cancer, nao
h& niveis seguros de exposic¢éo (IARC, 2006).

O método oficial de determinacdo de formol, especificado no Manual de
Métodos Oficiais para Analise de Alimentos de Origem Animal, do MAPA (2018)
baseia-se no “aguecimento do formaldeido com &cido cromotropico em presenca de
acido sulfarico, originando um produto de condensacao, que oxidado, posteriormente,

transforma-se em composto p-quinoidal de coloracéo violeta”. Nesse caso, como a
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andlise € qualitativa, se houver a formacdo do composto de coloracdo violeta, o
resultado é positivo para formaldeido.

3.3 Quimicaverde

A Quimica verde é uma abordagem para a sintese, processamento e uso de
produtos quimicos que reduzem riscos para 0s seres humanos e ao meio ambiente
(ANASTAS, 1999). Surgiu na década de 1990 como um conceito que define que os
conhecimentos e habilidades da area quimica podem ser usados para evitar ameacas
a salde humana e ao meio ambiente em todos 0s tipos de processos quimicos.

Nesse contexto, uma das areas mais proeminentes ao desempenho massivo
da Quimica Verde é o desenvolvimento de metodologia analitica, em que novos
métodos, técnicas e abordagens que reduzam ou eliminam o0 uso e a geracao de
substancias perigosas em todas as etapas da analise quimica.

O objetivo da Quimica Verde € explorar cada vez mais rotinas analiticas mais
limpas possiveis, eficazes e eficientes, com reducdo de volume de reagentes
empregados, evitar processos morosos, aumentar a frequéncia analitica, abordar
questdes de impactos ambientais e a salde, permitir avancos tecnolégicos de modo
a critérios econdmicos. E tornar as metodologias analiticas existentes mais dinamicas
e aplicaveis e, quando possivel, com baixo custo.

Anastas (1999) afirma que € exatamente porque muitas dessas novas
abordagens sédo economicamente benéficas que se tornam catalisadas pelo mercado,
de modo a aliviar a indUstria e sociedade de custos, historicamente dispendiosos. E
fundamental esclarecer que a Quimica Verde surge no contexto de minimizar os
efeitos e impactos gerados pela analise quimica, considerando que ndo existe
metodologia com residuo zero ou especificamente “benigna” ao meio ambiente. O
contexto é diminuir consideravelmente a quantidade de residuos e optar por reagentes
e substancias que nao sejam extremamente toxicos para o ser humano e que sejam
ambientalmente amigaveis.

A quimica analitica verde surge nesse cenario como uma das areas da Quimica
Verde mais proeminentes de atuacao, permitindo o avanco de atividades de protecéo
ambiental com o desenvolvimento de metodologias que sejam ambientalmente
amigaveis, desde os anos 1960. (ANASTAS, 1999).
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A Quimica Verde esta estruturada em 12 principios béasicos que s&o:
prevencao, economia de atomos, sintese de produtos menos perigosos, desenho de
produtos seguros, solventes e auxiliares mais seguros, busca pela eficiéncia de
energia, uso de fontes renovaveis de matéria-prima, evitar formacao de derivados,
catalise, desenho para a degradacdo, andlise em tempo real para prevencdo da
poluicdo e por fim, quimica intrinsecamente segura para a prevencao de acidentes. A
proposta é que os topicos sejam facilitadores do entendimento da Quimica Verde de
modo a viabilizar sua implementacao pratica (LENARDAO et al., 2003).

Na literatura, estudos definem e discutem sobre a relevancia da Quimica Verde
na abordagem analitica, como o de Melchert, Reis e Rocha (2012) que traga um
paralelo sobre a evolugdo da FIA e a Quimica Analitica Verde na substituicdo de

solventes toxicos, bem como a minimizacao de residuos gerados.

3.4 Analise em fluxo

A analise por injecdo em fluxo, proposta na metade dos anos 70, com grande
contribuicdo brasileira (REIS; GINE; KRONKA, 1989), representou avanco
significativo no campo da automatizacdo em quimica analitica, sendo utilizada em
diversas areas do conhecimento (agrondémica, clinica, industrial). Estes sistemas
foram propostos com o objetivo de mecanizar procedimentos de analises quimicas,
reduzindo o envolvimento do operador, melhorando a precisdo das medidas e
aumentando o numero de amostras que podem ser processadas por unidade de
tempo (LEITE; FATIBELLO-FILHO; ROCHA, 2004).

Trata-se de uma abordagem baseada na insercdo de aliquota da amostra, a
qual sofre dispersdo ao ser conduzida através do percurso analitico por solucdo
transportadora, que pode ser o préprio reagente, até o detector (MIRANDA, 2002).
Durante o transporte, pode receber reagentes, sofrer reacdes quimicas e passar por
etapas de separacao, concentracao etc.

Segundo Leite; Fatibello-Filho; Rocha (2004), nos sistemas FIA, as reacoes
guimicas geralmente nao se completam, em virtude dos restritos tempos de residéncia
(geralmente < 30 s). Entretanto, por conta da temporizacéo altamente reprodutivel, os
resultados sdo, em geral, bastante precisos. A amostra é dispersa em virtude do
contato com a solugao transportadora, o que promove gradientes de concentragao. A

dispersdo depende das caracteristicas fisico-quimicas das solu¢des (viscosidade) e
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de fatores hidrodinamicos (vazdes, volume de amostra, comprimento e diametro dos
tubos que constituem o percurso analitico). Como a medida € realizada com a amostra
em movimento em relacdo ao detector, sinal transiente é caracteristico, cuja altura
pode ser relacionada a concentracdo da espécie medida. Dessa forma, tanto padrées
de reagentes analiticos quanto amostras comportam da mesma maneira no percurso
analitico, o que possibilita a medida do sinal analitico, mesmo sem a reacgéo ter se
completado.

As principais vantagens do sistema FIA incluem a mecanizacdo de quase todo
procedimento analitico, permitindo minima intervengéo do analista e menores chances
de erros associados, aumento da repetitividade das medidas, minimizacdo do
consumo de amostra, reagentes e padrdes e, consequentemente, diminuicdo da
guantidade de residuos quimicos gerados, aumento da frequéncia analitica, facilita a
implementagéo e versatilidade de um método analitico e possibilita o controle do
processo (industrial, bioldgico, etc.) in situ (BEZERRA et al., 2020; MOREIRA et al.,
2014).

Reis, Giné e Kronka (1989) afirmam que o processo de andlise quimica por
injecdo em fluxo continuo é dividido em quatro partes, basicamente: a propulsdo de
fluidos - que pode ser a pressdo ou a vazao constante; injecdo da amostra; reacao e
deteccdo. O injetor é considerado o dispositivo mais fundamental do sistema FIA, pois
€ responsavel pela introducdo da amostra e reagentes no percurso analitico. Os
injetores mais comuns sao os de valvula rotatoria e o injetor proporcional desenvolvido
pela Universidade de S&o Paulo (REIS; GINE; KRONKA, 1989). Este ultimo é versatil
e facil de ser construido e adaptado as necessidades de que se deseja explorar.

Quanto a propulsdo dos fluidos, estes podem ser a vazao ou a pressao
constante. Empregando-se a vazao constante, a bomba peristaltica € utilizada para
movimentar os fluidos pelo percurso analitico sob vaz&do determinada pela
necessidade da analise, considerando a impedancia hidrodindmica que pode
aumentar com o comprimento do percurso analitico, com viscosidade de solugfes e o
didmetro interno da tubulacdo empregada. Em andlises em fluxo continuo a presséo
constante, tem sido empregado dispositivo de acdo gravitacional como propulsores
de fluidos. Nessa configuracéo, a vazao do sistema € alterada conforme viscosidade
de solucdes e dimensdes do percurso analitico (REIS; GINE; KRONKA, 1989).

Os detectores empregados na andlise por injecdo em fluxo sédo os mais usuais

em quimica analitica como espectrofotometros moleculares (BERGAMIN F. et al.,
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1988; VANNECKE et al., 2001), espectrofotometros de absorcdao atémica
(NOROOZIFAR; KHORASANI-MOTLAGH; HOSSEINI, 2005), potencidmetros (VAHL
et al., 2013), condutivimetros (ALTIOKKA; ATKOSAR; CAN, 2002), entre outros.

Segundo Zagatto; Oliveira; Collins (1999) o termo “analise em fluxo” € um termo
genérico para todos os sistemas analiticos que sdo baseados na introducédo e
processamento de amostras em fluxo. Ao longo do tempo e sob abordagens e
demandas mdltiplas, as classificacdes dos sistemas de andlise em fluxo foram
atribuidas no intuito de promover e atender diferentes necessidades da quimica
analitica, de modo a compor agregado de funcionalidades. Classificacdo mais
simplista, ainda de acordo com os autores, sugere a divisdo entre dois parametros
principais: a forma como a amostra é introduzida, nesse caso de forma continua ou
intermitentemente e a caracteristica basica do fluxo que classifica como segmentado,
nao segmentado ou monossegmentado. Essa segmentacao refere-se a divisdo do
fluxo em compartimentos pequenos e regulares, separados por bolhas de ar para
evitar a dispersdo da amostra, o que foi considerado, por muitos anos, como estratégia
vantajosa.

E interessante destacar que as abordagens e terminologias dos sistemas de
analise em fluxo sofreram inUmeras modificagdes ao longo do tempo, 0 que néo,
necessariamente ofereceu funcionalidades distintas ao sistema e até evidenciou
necessidade de uniformidade conceitual e melhor entendimento das particularidades
de cada técnica vinculada na analise em fluxo. Zagatto e Rocha (2020) exploraram
essas diferentes abordagens da analise em fluxo e propuseram andlise critica, bem
como nova proposta de apresentacdo das modalidades do sistema FIA. Essa
abordagem € baseada intrinsecamente na “esséncia” do analisador em fluxo
contribuindo para a padronizagéo de termos e definigcdes entre as diferentes areas do

conhecimento e grupos de pesquisadores.

3.4.1 Configuracfes e elementos dos sistemas FIA

Considerando a relevancia do estudo da andlise em fluxo na quimica analitica,
as configuracdes iniciais dos modelos analiticos sdo bem simples e rudimentares,
variando conforme a necessidade de analises e avancos cientificos.

O sistema de andlise por injecdo em fluxo mais elementar é o de linha Unica.

Na Figura 01, o injetor esta na posicao de amostragem, amostra € bombeada para a
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alca de amostragem. Na posicao alternativa, aliguota da amostra é inserida no
caminho do fluido carregador que a transporta rumo ao detector. Durante o percurso
analitico, a amostra sofre disperséo, gerando um gradiente de concentragcéo e o sinal

analitico obtido tem caracteristica de sinal transiente.

Figura 01: Diagrama de fluxo em linha Unica. D — descarte; DE — detector; A — amostra; R — reator; -
CA - carregador de amostra; L — alca de amostragem; AL — alavanca. As linhas tracejadas indicam
passagens internas.

D | = A
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7. W—— e S bE D,
AL R
— - s
iz

Fonte: Retirado na integra de Reis; Giné; Kronka (1989).

O sistema em linha Unica apresenta algumas limitacbes mediante reacfes
guimicas durante o percurso analitico, pois o favorecimento ocorre por dispersao e, a
concentracdo do reagente pode nao ser suficiente, afetando a estequiometria da
reacdo. Desta maneira, surgem outras configuracdes para a analise em fluxo como o
sistema em confluéncia (adicdo do reagente por confluéncia), zonas coalescentes
(onde séo adicionadas aliquotas de amostra e reagentes ao mesmo tempo, evitando
desperdicio de reagente) e ainda os sistemas monossegmentados, em que a
dispersdo da amostra é minimizada devido as bolhas de ar (REIS; GINE; KRONKA,
1989).

3.4.2 Mecanizagao do sistema FIA

Os sistemas de analise em fluxo tém mudltiplas abordagens que atendem a
diferentes demandas da quimica analitica. Atualmente, o que vem ganhando espaco
€ a mecanizacdo do sistema FIA, de modo a integrar ferramenta mais robusta e
aplicavel a diversas areas do conhecimento.

Dentre as etapas dos sistemas de analise de fluxo que séo frequentemente

apontadas como propicia a mecanizacédo, tém-se, segundo Bezerra et al. (2020):
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i. Insercdo automatizada da amostra. Esse procedimento geralmente é realizado
com o auxilio de amostrador automatico;

ii. Introducdo da amostra (ou reagentes) no sistema e comutacdo dos fluidos.
Procedimento que pode ser realizado por microbombas solenoide ou outros
sistemas mecanicos controlados eletronicamente;

iii.  Controle da vazao e direcdo do fluxo por dispositivos de bomba, como as
bombas peristalticas programaveis ou valvulas solenoide;

iv.  Controle do detector;

v. Aquisicdo, armazenamento e processamento de dados.

Em termos de mecanizacdo, um dos primeiros pontos a ser considerado € o
emprego de amostrador automatico, como o elaborado por Kamogawa e Teixeira
(2009). Nesse trabalho, foi desenvolvido autoamostrador com materiais de baixo custo
para promover configuracdo simplificada, facilmente reprodutivel, tornando-o atrativo
para rotinas laboratoriais.

A injecdo da amostra no fluxo transportador também pode ser realizada através
de dispositivos alternativos como as valvulas de 6 a 8 vias ou as valvulas e
microbombas solenoide. O emprego desses dispositivos, tido como discretos, originou
0 processo de multicomutagao, que se “baseia em modulos de analise com estrutura
ativa, que pode ser reconfigurada por software” (MELCHERT, 2009), isto é, a
implementacdo e administracdo das diferentes etapas do processo analitico sédo
realizadas de forma independente, tornando o sistema mais versatil. Além disso,
através desse mecanismo de injecao controlada, o volume de amostras e reagentes
utilizados é da ordem de microlitros, reduzindo drasticamente o volume de residuo
gerado.

Estudo conduzido por Rocha et al. (2005) pretendeu investigar a contribuicdo
do emprego das microbombas solenoide (em substituichio a bomba peristaltica
convencional) no intuito de minimizar o consumo de reagentes e, portanto, reduzir a
geracdo de residuos. A avaliagdo do sistema foi realizada a partir da determinagéo
espectrofotométrica de ciclamato em adocantes de mesa. Os resultados obtidos -
limite de deteccdo de 30 umol L2, coeficiente de variacdo de 1,7%, sendo n= 20 e
frequéncia analitica de 60 amostras por hora com consumo de reagentes da ordem
de mg e ug, além da completa degradacao do reagente mais téxico, gerando 2,0 mL

de residuo - permitiram concluir que a miniaturizagdo do sistema em fluxo mediante o
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emprego de microbombas solenoide constitui ferramenta para adogcdo de

procedimentos analiticos mais limpos.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Solugdes e reagentes

As soluc¢des empregadas na determinacdo de formaldeido foram preparadas
com reagentes de grau analitico e agua ultrapura (18 MQ cm a 25°C).

As solugbes padrdo de formaldeido (0 — 20 mg L) foram preparadas
diariamente pela diluicéo de solucédo estoque de formaldeido 100 mg L (preparada a
partir de padréo analitico 37% (m/v)).

O reagente de Nash foi preparado com acetilacetona 3,8 mol L e acetato de
amonio 1,4 mol Lt com correc¢édo do pH para 5,5 com acido acético PA, conforme Pinto
(2017).

Solugéo de acido tricloroacético (TCA) 0,2 mol L™ foi preparada a partir de TCA
PA em agua.

Solugdes das espécies Cl, Mg?*, Ca?*, Zn?*, K*, PO4%, Na*, SO4%> foram
preparadas, separadamente, a partir do sal apropriado dissolvido em agua. Solucdo
aquosa de ureia também foi preparada mediante diluicdo do composto.

Amostras de leite UHT integral, desnatado e sem lactose foram obtidas em

supermercados da cidade de Piracicaba (SP).

4.2 Quantificacdo do formaldeido

As medidas dos sinais foram obtidas por meio de um espectrofotbmetro
modular, composto por espectrometro multicanal (Ocean Optics, USB 2000) acoplado
a lampada de tungsténio-halogénio (Ocean Optics, LS-1), como pode ser visto na
Figura 2 (a) e (b). Para o transporte da radiacdo foram empregadas fibras dpticas
(Figura 2c) e as medidas foram efetuadas com cela de fluxo de quartzo com 1 cm de

caminho 6ptico e 80 pL de volume interno (Figura 2d).

Figura 02: Fotografia do espectrofotbmetro modular empregado para as medidas em fluxo. (a)
espectrometro multicanal; (b) fonte de radiacéo; (c) cabos de fibra épticas; (d) suporte para cela de
fluxo de 1 cm.
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Fonte: Autora (2020).

4.3 Sistema de analises em fluxo

4.3.1 Programagéao da ferramenta Arduino

Para o gerenciamento dos dispositivos discretos empregados no sistema de
analise em fluxo, foi utilizado o Arduino, uma plataforma de prototipagem eletrénica
de hardware livre e de placa Unica, dotada de um microcontrolador, suporte de
entrada/saida embutido com linguagem de programacdo C** (ARDUINO, 2020)
(Figura 03), sendo o ambiente de desenvolvimento o Arduino DUE.

A programacao desse sistema possibilitou o acionamento de valvulas de 3 vias
(Figura 04) e microbomba solenoide para injecdo de amostra, reagentes e carregador,

parada de fluxos, tempo de transporte e limpeza do filtro de seringa.

Figura 03: Exemplo de microcontrolador Arduino. Placa com pinos de entradas/saidas, conexao USB.

Fonte: Arduino, 2020.
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Figura 04: Esquema de uma valvula solenoide de 3 vias. Na posicédo de acionamento da valvula, o
fluido é encaminhado para amostragem. Quando a valvula ndo é acionada, o fluido € encaminhado
para o descarte ou recirculacéo.

Entrada

Amostragem
Descarte

Fonte: Autora (2020).

4.3.2 Limpeza da amostra em fluxo

Para promover a limpeza da amostra de leite, precipitacdo protéica, filtro de
seringa modelo CHROMAFIL® Xtra H-PTFE com diametro de 25 mm e poros de 0,45
um (MACHEREY-NAGEL, 2020) (Figura 05), foi empregado no sistema de

multicomutacao.

Figura 05: Filtro de seringa utilizado para limpeza da amostra.
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Fonte: Macherey-Nagel (2020).

A mistura leite e TCA foi inserida pela parte superior do filtro. Na parte inferior,
uma aliquota de amostra limpida (as proteinas ficaram retidas nos poros do filtro) foi
encaminhada para bobina de armazenamento e, posteriormente para reagdo com o

reagente de Nash (acetilacetona e acetato de amoénio).

4.3.3 Sistema de anélises em fluxo proposto inicialmente

O sistema de analises por injecdo em fluxo empregado inicialmente foi

composto por injetor-comutador com barra deslizante e bomba peristaltica ISMATEC,
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REGLO Digital) equipada com tubos de Tygon para a propulsdo dos fluidos. O
diagrama de fluxos do mddulo de analises é apresentado na Figura 06.

Figura 06: Diagrama do sistema de analises em fluxo. I: injetor proporcional; A: amostra; R: reagente
analitico; C: transportador; B: reator helicoidal; L: alca de amostragem; D: espectrofotbmetro e W:
descartes.

C ——t-4f------ - - — 000 w

Ar——t-d. 1w

A N . |

R——-J L —w

P | e W | VY

Na posicao ilustrada, o reagente (R) e ar (Ar) foram propulsionados para
preencher as alcas. Agua foi empregada como fluido carregador (C) e a alca de
amostragem (L) foi preenchida com solucao padréo de formaldeido.

Na posicao alternativa do injetor, amostra e reagente foram simultaneamente
inseridas entre duas bolhas de ar (fluxo monossegmentado), transportadas através do

reator helicoidal em direcéo a cela de fluxo para a medida espectrofotométrica.

4.3.4 Sistema de multicomutacdo empregado nas analises de formaldeido

O sistema de analise em fluxo com multicomutacdo empregado esta ilustrado
na Figura 07. Uma bomba peristaltica (ISMATEC, REGLO Digital) equipada com tubos
de Tygon foi utilizada para a propulsao dos fluidos.

De acordo com a sequéncia de acionamento descrita ha Tabela 1, as valvulas
V2 e V3 foram responsaveis pela inser¢cdo de amostra e TCA no percurso analitico,
respectivamente. Na confluéncia 1 (Cfl) ocorria a mistura das solucdes que foi
encaminhada através da V5 para limpeza no filtro de seringa. Em seguida, amostra
limpida foi transportada para bobina de armazenamento (C2), de onde foi introduzida,

juntamente com o reagente no percurso analitico pelas valvulas V7 e V4 acionadas



24

por 10 s e transportada pela vélvula V1 (ar) acionada por 10 s. Este ciclo de

amostragem foi repetido por 3 vezes para introdugéo de 3 zonas de amostras.

Apos a etapa de parada de fluxos (20 s), a valvula V1 foi acionada para que as

zonas de amostras fossem transportadas até o detector, realizando a medida

espectrofotométrica em 412 nm. As valvulas V2, V3 e V4, quando ndo acionadas,

recirculavam amostra, TCA e reagente de Nash, respectivamente.

A limpeza do filtro de seringa empregado para retencédo proteica da amostra foi

realizada acionando-se a microbomba solenoide (Spl) e as valvulas V5 e V6 em

contra fluxo.

A substituicdo da amostra foi realizada acionando simultaneamente as valvulas

V2 e V5, sendo esta responsavel pelo direcionamento das solucdes para o descarte.

Tabela 01: Sequéncia de acionamento dos dispositivos para determinacao de formaldeido.

Tempo (s) ou

Etapas Dispositivos Funcao Pulsos
1 V2 Insercdo da amostra 30
V3 Insercéo de TCA 80
2 V3, V4 e V7 Tempo de transporte 10*
3 V1 Transporte 10*
4 - Parada de fluxos 20
5 V1 Transporte das zonas de 100

amostras e deteccao
6 V5, V6 e Spl Limpeza do filtro de seringa 120's e 400
pulsos

* 3 ciclos de amostragem.
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Figura 07: Diagrama de fluxos do médulo de analises para a determinacéo de formaldeido. Ctr: interface de controle Arduino; V1-V7: valvulas solenoide de 3
vias; Pp: bomba peristéltica; Air: ar; Sample: amostra; TCA: acido tricloroacético; Reagent: reagente de Nash; Cfl e Cf2: pontos de confluéncia; C1 e C2:
bobinas de armazenamento; C3: reator (200 cm e 7 mm d.i.); Sf: filtro de seringa; Sp: cela de fluxo (1 cm); Sp1l: microbomba solenoide e W: descarte.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacao de formaldeido foi baseada na reacao de Hantzsch (Figura 08),
qgue consiste na reacdo do formaldeido com acetilacetona (2,4-pentadiona) em
presenca de amonia, formando produto de coloracdo amarela, o 3,5-diacetil-1,4-
dihidrolutidina (DDL). Essa reacgdo é seletiva para o formaldeido, que foi quantificado
por espectrofotometria com maxima absor¢cdo em 412 nm (NASCIMENTO et al. 2015).

Figura 08: Reagéo de Hantzsch.
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Fonte: Retirado na integra de Nascimento et al. (2015).

5.1 Otimiza¢cdes do sistema proposto

As medidas foram realizadas em triplicata e baseadas na altura do patamar
caracteristico do fluxo monossegmentado. Para otimizacdo dos sistemas, utilizou-se
procedimento univariado, levando em consideracdo a magnitude dos sinais analiticos

e do branco analitico.

5.1.1 Estudo da concentracdo do reagente de Nash e influéncia do pH

As concentracdes de acetilacetona e acetato de amoénio foram avaliadas de
modo a garantir a estequiometria da reacdo quimica envolvida (Figura 08). As
concentracbes de acetilacetona avaliadas foram de 0,19 - 7,6 mol Lt com valor fixo
de acetato de amoénio (1,4 mol L) e pH em 5,5 (Figura 09a). Apds o estabelecimento
da concentracdo de acetilacetona, foram avaliadas diferentes concentracbes de
acetato de amonio (0,5 — 2,0 mol L), também com pH corrigido para 5,5 (Figura 09b).
O pH no reagente de Nash também foi avaliado entre 4,0 - 5,5 com o emprego de
acido aceético (Figura 09c). Os estudos foram realizados empregando solucdo de
10 mg L formaldeido.
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Figura 09: Parametros quimicos da reacdo de Hantzsch, otimizacao de (a): acetilacetona; (b): acetato
de amédnio e (c¢): pH do reagente de Nash.
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Com relagdo a concentracao e pH dos reagentes, estes foram selecionados de
acordo com a efetividade da reacdo em relacdo as maiores respostas analiticas, além
de menores desvios e maior diferenca de absorbancia entre o branco e o sinal
analitico. Por conseguinte, o reagente de Nash permaneceu com 3,8 mol L? de
acetilacetona, 1,4 mol L' de acetato de aménio e pH ajustado para 5,5, conforme Pinto
(2017).

A proporcao entre amostra e reagente e o tamanho do reator helicoidal foram
definidos anteriormente em sistema FIA convencional com injetor comutador de
acrilico descrito no item 4.3.3.

Os comprimentos das algas foram estabelecidos de acordo com os valores de
absorbancia entre a diferenca do sinal analitico e o branco analitico, condicdes que
favoreceram maiores respostas analiticas. Além disso, também foi considerado o
desvio padrdo das medidas tanto do padrao de formaldeido quanto do branco. Sendo
assim, os volumes otimizados foram 250, 180 e 1000 pL, respectivamente para alcas
da amostra, do reagente e do reator helicoidal.

As faixas estudadas e os valores selecionados estao listados na Tabela 02.

Tabela 02: Comprimento das al¢cas de amostra e reagente e do reator helicoidal empregados na
otimizacdo do sistema FIA.

A Faixa estudada Valor selecionado
Paréametros Volume (uL)
(cm) (cm)
Alca da amostra 24-125 50 250
Alga do reagente 12-100 36 180
Reator 100 - 300 200 1000

O sistema de analises por injecdo em fluxo proposto inicialmente (item 4.3.3)
foi alterado devido a complexidade da proposta na precipitacdo das proteinas de modo
online. Desta maneira, foi proposto sistema com multicomutacao descrito no item 4.3.4
com dispositivos discretos e acionamento eletrénico, facilitando o modo operacional.
Nesse sistema, as otimizacdes realizadas foram a vazao da bomba peristéltica (0,48
— 1,43 mL min) e o tempo de parada do fluxo no percurso analitico (0 — 120 s), além
da etapa de limpeza da amostra de leite.

A vazdo da bomba peristéltica foi avaliada (Figura 10) para favorecer
principalmente a formacgéo das zonas de amostras do monossegmentado, além da

limpeza da amostra do leite.
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Figura 10: Efeito da vazdo da bomba peristaltica sobre o sinal analitico (a) e branco analitico (c). (b) é
a diferenca entre os sinais. Condigdes experimentais: Acionamento das véalvulas de reagente de Nash
(3,8 mol L! de acetilacetona e 1,4 mol L! de acetato de aménio) e formaldeido 10 mg L por 10 s;
bolha de ar de 10 s, parada de fluxo de 20 s, transporte por 120 s e reator de 200 cm (7 mm d.i.).
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De acordo com o gréafico da Figura 10, a vazédo escolhida foi 0,70 mL mint, por
apresentar significativa distincdo entre o sinal analitico e do branco e um menor desvio
padrdao. A menor vazao estudada nado foi selecionada, mesmo com aumento
aproximado de 20% do sinal analitico, pois comprometeria a frequéncia analitica do
sistema.

O tempo de parada de fluxos, antes da deteccdo espectrofotométrica, foi
requerido devido a reacdo de derivatizacdo do formaldeido apresentar cinética lenta,

0s resultados sdo apresentados na Figura 11.



30

Figura 11: Efeito da parada de fluxos sobre o sinal analitico (a) e branco analitico (c). (b) é a diferenca
entre os sinais. Condigfes experimentais: Acionamento das valvulas de reagente de Nash (3,8 mol L*
de acetilacetona e 1,4 mol L! de acetato de aménio) e formaldeido 10 mg L por 10 s; bolha de ar de
10 s, parada de fluxo de 20 s, transporte por 120 s e reator de 200 cm (7 mm d.i.).
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Houve aumento do sinal analitico até 20 s de parada de fluxos, sem alteracdes
significativas até 60 s do estudo. No entanto, o tempo selecionado foi de 20 s,
considerando o menor desvio padrao.

A Tabela 03 resume todos os parametros que foram otimizados, bem como as

faixas estudadas e os valores selecionados.

Tabela 03: Otimizagao dos pardmetros avaliados para a estratégia analitica proposta

Paréametro Faixa estudada Valor selecionado
Tempo de parada (s) 0-120 20
Reator helicoidal (cm) 100 - 300 200
Vazdo (mL min-t) 0,48 -1,43 0,7
[Acetilacetona] mol L 0,19-7,6 3,8
[Acetato de amdnia] mol L* 0,5-2,0 1,4
pH do reagente 4,0-5,5 55

5.2 Limpeza da matriz

Para promover a limpeza das amostras de leite online foi empregado um filtro
de seringa, descrito no item 4.3.2, no sistema com multicomutacdo. O emprego do

filtro promoveu de forma satisfatoria a limpeza, removendo a fragéo proteica, evitando
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possivel espalhamento de radiagdo e efeitos de matriz nas medidas
espectrofotométricas.

Para promover a limpeza do filtro, considerando o acumulo de proteinas
advindas da amostra ao longo de multiplos acionamentos, foi adicionado ao sistema
2 valvulas de 3 vias e uma microbomba solenoide, que integradas ao programa
Arduino, foram responséveis pela circulacdo de TCA em sentido contrario ao percurso
analitico de modo a retirar as particulas sdlidas do filtro de seringa, permitindo uma
nova amostragem. Para avaliar a quantidade de acionamentos que um filtro suportou
sem atrapalhar os sinais analiticos, foi realizado teste de exaustdo, o qual consistiu
em acionamentos subsequentes da rotina de amostragem de modo a avaliar a
guantidade maxima de andlises a serem executadas antes da troca do filtro.

O teste de exaustdo demonstrou que cada filtro suportou 17 acionamentos da
rotina de analises (em cada acionamento fez-se uma triplicata) para determinacéo
espectrofotométrica do formaldeido, ou seja, 51 zonas de amostras. Um resultado

bastante expressivo, considerando a complexidade da amostra analisada.

5.3 Caracteristicas analiticas

Nas condi¢cdes otimizadas, sinais transientes foram obtidos (Figura 12),
destaque para o local da aquisicdo de dados (A) e curva de calibracao foi construida,

conforme Figura 13.

Figura 12: Sinais transientes do sistema de multicomutacdo. No detalhe, patamares formados
retratando o sinal analitico entre perturbac8es ocasionadas pela bolha de ar. A= medida de absorbancia
do analito ou branco e B= carregador; ar.
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Figura 13: Curva de calibragdo com padrées de formaldeido em agua. Acionamento das vélvulas de
reagente de Nash (3,8 mol L1 de acetilacetona e 1,4 mol L de acetato de amdnio) e padrdes de
formaldeido até 20 mg L* por 10 s; bolha de ar de 10 s, parada de fluxo de 20 s, transporte por 100 s
e reator de 200 cm (7 mm d.i.).
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Resposta linear foi obtida entre até 20 mg L formaldeido, descrita pela

equacdo da reta: A = 0,1028 + 0,0034 C mg L formaldeido, R = 0,9788. Limite de

deteccéo, coeficiente de variacédo e frequéncia analitica foram estimados em 0,45 mg

L1, 2,8% e 48 determinagdes h, respectivamente. Em cada determinagdo foram

consumidos 0,014 mL de acetilacetona e 0,037 mg de acetato de amoénio e gerados

3 mL de residuo, levando em consideracao a limpeza do filtro com TCA.
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5.4 Avaliagdo de interferentes dareacdo de Hantzsch

A reacdo de Hanzstch apresenta boa seletividade para o formaldeido, ja que
outros aldeidos ndo séo reativos nessa condi¢cdo, como relatado por Nascimento et
al. (2015). Nao obstante, foi avaliada se a presenca de ions inorganicos comumente
encontrados no leite e ureia (empregada como adulterante) afetava a formacao do
produto da reacdo ou a concentracao de formaldeido nas amostras analisadas.

Para tanto, foram testados os seguintes possiveis interferentes: Cl-, Mg?*, Ca?*,
Zn%*, K*, POs*, Na*, SO4% e ureia. Amostras de leite foram dopadas com 10 mg L™
de formaldeido e 100 mg L de cada uma das espécies e submetidas a andlise nas
condicBes otimizadas.

A Tabela 04 resume a concentragdo maxima tolerada das espécies

concomitantes, sem alteracdo na resposta analitica em até 5%.

Tabela 04: Limite de toler&ncia para espécies concomitantes.

Interferente Concentragdo maxima (mg L™?)
Cl 50
Mg?*, Ca?*, Zn?* e K* 75
PO+, Na*, ureia, SO4* 100

Os dados permitem concluir que a reacdo de Hantzsch foi seletiva para o
formaldeido. Além disso, a concentracao destes interferentes no leite € normalmente
muito abaixo das especificadas nas condicdes expostas neste experimento,
demonstrando que o procedimento desenvolvido ndo sera afetado pelas espécies

concomitantes estudadas.

5.5 Analise de amostras de leite bovino

Estudos de adicédo e recuperacéo de formaldeido (10 e 20 mg L't) em amostras
de leite integral (2), leite desnatado (2) e integral sem lactose (1) foram analisadas

pelo sistema proposto (Tabela 05).
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Tabela 05: Recuperacao de formaldeido em diferentes amostras de leite. Resultados referem-se a
triplicatas.

Amostras Formaldeido (mg L) Recuperacéo (%)
Leite integral 1 10 104 + 4
20 91+4
Leite integral 2 10 80+6
20 95+5
Leite desnatado 1 10 1071
20 89+5
Leite desnatado 2 10 1171
20 97 +6
Leite integral zero lactose 10 119+1
20 89+1

Na Tabela 05 sédo apresentadas as porcentagens de recuperacgéo obtidas que
foram estimadas entre 80 — 119%, permitindo concluir que a metodologia utilizada se
mostra robusta e sensivel para determinacdo de formaldeido em amostras de leite.
Nascimento et al. (2015) encontraram resultados semelhantes na determinacdo de
formaldeido com FIA, empregando microextracao liquido-liquido dispersiva (Tabela
06). E importante salientar que as recuperac¢des mais elevadas (119%) na amostra de
leite sem lactose, pode ser explicada pela quantidade de enzima lactase presente
nesse produto, o que pode dificultar ainda mais a limpeza da matriz.

De uma maneira geral (Tabela 06) para determinacdo de formaldeido, as
técnicas mais usualmente empregadas sao técnicas cromatograficas como
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, da sigla em inglés) e deteccdo UV
que, apesar de apresentarem Otima sensibilidade, requerem extenso preparo de
amostra, bem como o emprego de grandes volumes de solventes para determinacao.
Outras alternativas incluem a Cromatografia Gasosa (CG) com deteccdo por
espectrometria de massas (MS — Mass Spectrometry) para avaliacdo de adulterantes
no leite como realizado por Guerreiro et al. (2018). Essa técnica apresenta alta
sensibilidade e especificidade, garantindo resultados confiaveis ja que produzem
“biomarcadores” e promovem a analise de molécula alvo. Entretanto, apresenta alto
custo de implementacao e extensivo tratamento de amostra.

O sistema proposto com multicomutacdo apresenta vantagem em relagao ao

preparo de amostra online, minimizando o consumo de reagentes e de amostra e
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apresentando baixo coeficiente de variacdo (2,8%), demonstrando a robustez da
ferramenta empregada. Além disso, evita a utilizacdo de solventes organicos como

acetonitrila empregada na maioria dos trabalhos listados na Tabela 06.
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Tabela 06: Caracteristicas analiticas de procedimentos para determinacéo de formaldeido em leite.

o Faixa linear o Recuperacgéo a
Técnica Preparo de amostra (mg LY CV (%) (%) Referéncia
Extracdo com hexano e KAMINSKI; ATWAL,;
HPLC - UV evaporacao do solvente com 0,005-10,1 89,9 - 96,9 MAHADEVAN (KAMINSKI;
nitrogénio ATWAL; MAHADEVAN, 1993)
CG - MS SPME 0,005 — 1,0 1,415 68— 128  JEONGet aé'o({‘;')EONG etal,
FIA e DLLME TCA é Cfﬁ?rgggga‘?ao 0,5-5,0 33 91— 106 NASCIMENTO et al. (2015)
HPLC - UV Acetonitrila com centrifugacao 1-100 6,81—7,29  932-936 WAHED et al. (2016)
e filtracao
HPLC - UV LLE-LTP com acetonitrila 10 -400 2,5 102,2 REZENDE et al. (2017)
HPLC - UV LLE com acetonitrila 0,03-0,1 1-4 98 TEIXEIRA (2018)
Multicomutacéo TCA e filtrag&o online <20 2,8 80 - 119 Este trabalho

Notas: LLE: Extragdo liquido-liquido; LLE-LTP: Extracdo liquido-liquido com particdo a baixa temperatura; SPME: Microextracdo em fase sélida.
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6 CONCLUSAO

O sistema de multicomutacdo desenvolvido constituido de valvulas de 3 vias e
microbomba solenoide e programador Arduino mostrou ser alternativa simples, rapida
e robusta para a determinacdo de formaldeido. Apresenta vantagens como alta
frequéncia analitica e baixo consumo de reagentes e baixa geragéo de residuos, além
da possibilidade do tratamento da amostra em linha.

A versatilidade dos sistemas de analise em fluxo permite ampla aplicagcdo em
rotinas laboratoriais e constitui uma ferramenta importante na detec¢éo de fraudes em

leite e, consequentemente, na seguranc¢a do produto ofertado aos consumidores.
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