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Resumo

O desenvolvimento de novos e portateis sensores quimicos voltados para a indlstria de alimentos é de
primordial importancia para questdes de seguranga alimentar, e a escolha cuidadosa do material de
deteccdo é essencial para a obtencao de sensores de alto desempenho, como as empregadas em linguas
eletrbnicas (e-tongue). Neste trabalho, desenvolveu-se uma e-tongue impedimétrica baseada em
microeletrodos interdigitados de ouro (IDEs) modificados com nanofibras eletrofiadas de poliamida 6
/ polianilina (PA6 / PANI) usadas para detectar residuos de tetraciclina (TC) em amostras de leite
integral e desnatado. Ao analisar os dados de resisténcia elétrica coletados pela e-tongue, e tratados
pela Anélise de Componentes Principais (PCA), a lingua eletrdnica foi capaz de identificar a presenca
de residuos TC (de 1 a 300 ppb) em amostras de leite com diferentes teores de gordura, sem pré-
tratamento prévio.

Palavras-chave: Leite; Lingua eletronica; Nanofibras; Eletrofiacéo.

AN ELECTRONIC TONGUE BASED ON CONDUCTING ELECTROSPUN NANOFIBERS
FOR DETECTING TETRACYCLINE IN MILK SAMPLES

Abstract

The development of novel and portable chemical sensors aimed at the food industry is of prime
importance for food safety issues, and the careful choice of the sensing material is essential for
achieving high performance sensor arrays, such as those employed in nanostructured electronic
tongues (e-tongues). In the current work, an impedimetric e-tongue based on gold interdigitated
microelectrodes (IDEs) modified with polyamide 6/polyaniline (PA6/PANI) electrospun nanofibers
was developed and used to detect tetracycline (TC) residue in fat and skimmed milk samples. By
analyzing the electrical resistance data collected by the e-tongue, which were treated by Principal
Component Analysis (PCA), the e-tongue was able to identify the presence of TC residues (from 1 to
300 ppb) in fat and skimmed milk samples without any prior pre-treatment.
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1 INTRODUCAO

Os problemas de seguranca alimentar, especialmente aqueles causados pela contaminagdo dos
alimentos, receberam grande atencdo dos pesquisadores, decorrente de seus efeitos deletérios a saude
humana. Por exemplo, a presenca de residuos de antibidticos nos géneros alimenticios gera um risco
potencial ao consumidor e, pode causar varias consequéncias como a resisténcia bacteriana e casos
alérgicos. As tetraciclinas (TC), uma classe de antibidtico eficaz e de amplo espectro de abrangéncia,
sdo constantemente empregadas na medicina e decorrente disso, ela vem se tornando uma das maiores
preocupacdes em relacdo aos contaminantes de alimentos.® Atualmente, uma variedade de métodos
analiticos foram desenvolvidos para a deteccdo de residuos de TC em leite, como cromatografia
liquida de alto desempenho.? No entanto, alguns desses métodos séo demorados e exigem aparelhos
caros. Portanto, o desenvolvimento de métodos simples, de baixo custo, sensiveis e rapidos para
detectar residuos de TC em leite € um requisito importante para 0 monitoramento de seguranca
alimenticia.

A lingua eletronica (e-tongue) vem sendo utilizada para avaliar a qualidade de uma variedade
de alimentos,” sendo composta por uma matriz de sensores néo especificos ou de baixa seletividade
(unidades sensoriais) que exibem alta sensibilidade cruzada. Na UGltima década, materiais e
metodologias inovadoras foram propostas para essa tarefa, dentre elas destacamos a modificacdo das
superficies eletrodos com nanofibras®. A notavel 4rea de superficial e a grande porosidade tornam as
nanofibras eletrofiadas altamente atraentes para o design sensores ultra-sensiveis. Em particular,
nanofibras baseadas em polimeros condutores sdo candidatos potenciais para aplicacfes em
dispositivos de sensoriamento,® devido & sua alta condutividade elétrica. Dentre os polimeros
condutores destaca-se a polianilina (PANI) devido a sua facilidade de sintese, estabilidade ambiental e
reacdo redox intrinseca. Ja como polimero de suporte, destaca-se a poliamida 6 (PA6), a qual forma
nanofibras uniformes e de facil obtengdo. Sendo assim o uso de ambos os polimeros é uma excelente
estratégia para a obtencdo de nanofibras por meio da eletrofiagdo. Assim, neste trabalho, relatamos o
desenvolvimento de um conjunto de microeletrodos interdigitados (IDEs) de ouro com nanofibras de
PA6 e PA6 / PANI, que foi usado como um sistema de e-tongue impedimétrica. Os dados
experimentais foram tratados por meio da técnica estatistica de analise de componentes principais
(PCA), o que permitiu a identificagdo de residuos de TC leites UHT com diferentes teores de gordura.

2 MATERIAL E METODOS

Tetraciclina 98% (TC), polianilina (PAni) (base de esmeralda, M=20 000 g.mol™), Poliamida
6 (PA6, M=20 000 g.mol™) e 1,1,1,3,3,3-hexa-uoro-2-propanol (HFIP) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. Os microeletrodos interdigitados de ouro (IDEs) foram fabricados por fotolitografia
convencional na Escola Politécnica da Universidade de Sdo Paulo (EPUSP).

As solucdes de PA6 e PA6 / PANI foram preparadas por dissolucdo dos polimeros em HFIP
sob agitacdo durante 5 h, & temperatura ambiente. A solugdo de PA6 foi preparada em concentragdes
de 5% (m/v em relagdo ao solvente), enquanto as solugdes de PA6 / PANI foram preparadas usando
5% de PA6 (m/v em relacdo ao solvente) e concentracBes distintas de PANI: 0,25, 0,5, 1, 2,5 e 5%
(m/m em relacdo a PAG), produzindo as amostras denominadas PA6 / PANI. As nanofibras foram
obtidas por meio da técnica de eletrofiacio usando uma taxa de alimentacfo de 0,01 mL.h™, tenséo
elétrica de 16 kV, a uma distancia de trabalho de 5 cm. As nanofibras foram depositadas
aleatoriamente na superficie dos IDEs a uma velocidade rotativa de 300 rpm, com um tempo de coleta
otimizado de 45s.

Leites UHT com diferentes teores de gordura (desnatados e gordurosos) foram comprados de
um fornecedor local. As amostras de leite foram preparadas diluindo 25 mL de cada amostra de leite
em 100 mL de agua destilada. A contaminagdo das amostras de leite foi realizado misturando
quantidades adequadas de TC nas amostras de leite, atingindo concentragcdes méssicas de 1, 5, 25, 50,
100, 200 e 300 ppb.

A lingua eletrénica foi composto por sete unidades de sensoriais: um IDE sem nenhuma
modificagdo, um IDE com nanofibras de PAG6 e o restante dos IDEs com nanofibras dde PAG6 / PANI
0,25%, PA6 /PANI 0,5%, PA6 / PANI 1,0%, PA6 / PANI 2,5%, PA6 / PANI 5,0%, respectivamente.
Para medicdo das amostras de leite ndo contaminadas e contaminadas, os eletrodos ficaram submersos
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nas respectivas solugdes por 10 minutos, para garantir a estabilizacdo deste no meio e apds esse tempo
iniciou-se a aquisicdo de dados.

A avaliacdo das amostras de leite com diferentes teores de gordura (desnatadas e integrais) e
contendo distintas concentracfes de TC (1-300 ppb) foi realizada por meio de medidas de impedancia
elétrica e os dados de resisténcia elétrica foram coletados a 1 kHz.O tratamento desses dados foi
realizado por meio da PCA, que converte um grupo de observacdes de provavel variaveis
correlacionadas em um grupo de valores de varidveis linearmente ndo-correlacionadas (chamadas
componentes principais).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os gréaficos de PCA obtidos a partir das medidas com as unidades sensoriais modificadas para
amostras de leite integral sdo apresentadas na Figura 1 (a). Nessa é possivel perceber que houve,
claramente, a distin¢éo entre as solugdes contaminadas e ndo contaminadas, mesmo em concentracfes
muito baixas (1 ppb). Por exemplo, pode-se observar que a amostra de leite puro esta localizada no
lado positivo do PC1 e no lado negativo do PC2. As amostras contaminadas com TC estdo
correlacionadas com o PC2, onde as amostras contaminadas com altos niveis de TC estéo localizadas
no lado negativo do PC2, enquanto as amostras com baixas concentra¢cdes de TC s@o agrupadas no
lado positivo do PC2. A variagdo de dados foi, em grande parte, contabilizada pelo PC1 + PC2 (80%).

A Figura 1 (b) mostra o grafico PCA obtido para amostras de leite desnatado. Os graficos para
cada amostra de leite indicaram que a amostra ndo contaminada também pode ser distinguida das
amostras contaminadas. Além disso, as amostras podem ser separadas pela concentracdo, indicando
que o conjunto proposto de sensores ndo se limita a um Unico tipo de leite. Além disso, o a variacéo de
dados foi contabilizada principalmente pelos dois componentes principais, onde (PC1 + PC2)
correspondem a 83% da informacéo total coletada. (Figura 1).
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Figura 1. Graficos de PCA obtidos a partir de valores de resisténcia elétrica a 1 kHz e 200 mV para amostras de
leite: (a) integral e (b) desnhatado ndo contaminado (losango aberto) e contaminado com TC em diferentes
concentragdes - de 1 a 300 ppb (circulos coloridos). A variavel de dados para PC1 e PC2 esta incluida na figura.
Figura adaptada de Scagion, V. P et al, 2016 — Fig.5).

Portanto, pode-se concluir que a lingua eletrénica proposta foi capaz de distinguir amostras de
leite com diferentes concentracbes de tetraciclina. Esta matriz de sensores mostra uma alta
sensibilidade, capaz de detectar concentracbes de 1 ppb de tetraciclina, que é comparavel aos
resultados alcancados por outras técnicas analiticas sofisticadas, como HPLC.*

4 CONCLUSAO

Uma nova plataforma nanoestruturada com base em nanofibras eletrofiadas de PA6 / PANI foi
elaborada de maneira satisfatéria em IDEs e, utilizados como unidades sensoriais de uma lingua
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eletrénica impedimétrica, visando analises de amostras de leite. A detecgdo de tetraciclina em leites

integrais e desnatados, em niveis de concentra¢do abaixo do maximo permitido para TC (100 ppb)
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA)* foi devidamente demonstrada.
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