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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver, caracterizar e aplicar sensores
nanoestruturados para analise de realcadores de sabor em solucdo aquosa. Para
tanto, foram utilizados eletrodos interdigitados de ouro, fabricados sobre Iaminas
de vidro para a elaboracdo dos sensores. A modificacdo da superficie do eletrodo
foi feita através de filmes manomeétricos, utilizando a técnica de automontagem
(do inglés, Layer-by-Layer, LbL), por meio de diferentes arquiteturas, como a
ftalocianin tetrassulfonada de cobre (CuTsPc), poli(anilina) (PANI) (em seu
estado condutor), 6xido de grafeno reduzido (RGO), poli(alilamina
hidroclorada) (PAH) e nanoparticulas de prata (AgNP). A caracterizacdo dos
filmes nanoestruturados foi feita utilizando as técnicas de espectroscopia de
absor¢do UV-Vis e a avaliacdo das propriedades elétricas; ja a caracterizagdo
das solugbes foi feita utilizando as técnicas: espectroscopia na regido do
infravermelho, utilizando a transformada de Fourier, microscopia eletrdnica de
varredura com emissdo de campo (MEV-FEG) e potencial zeta. Para a aplicagéo
na lingua eletrénica, foi utilizado um sistema de aquisicdo de dados, o qual é
formado por um arranjo de unidades sensoriais (sensores). Na superficie dos
sensores, foram gotejadas as solugBes com diferentes concentragbes de
realgadores de sabor (guanilato e inosinato) e de NaCl, medindo-se a impedancia
elétrica, a qual é convertida em resisténcia em 1kHz. Os dados foram analisados
utilizando a Anélise de Componentes Principais (PCA). E possivel observar que
os filmes foram formados, devido as interagdes intermoleculares, entre as
substancias, as quais foram confirmadas pelas analises de FTIR e Potencial Zeta.
O conjunto de eletrodos apresentou-se eficiente na identificacdo dos realgadores
de sabor e do cloreto de S6dio em diferentes, sendo possivel ser utilizado como
uma ferramenta para a analise em industrias alimenticias.

Palavras-chave: Sensores, Lingua eletronica, PCA.



ABSTRACT

The objective of this work to develop, characterize and apply nanostructured
sensors for the analysis of water flavor enhancers. For then, the gold
interdigitaded electrodes were made on glass substrate and were used for sensors
elaboration. The modification of the electrode surface was done through films
using the Layer by Layer technique. Different architectures with Copper
Tetrasulfonate Phthalocyanine, PANI (in its conductive state), Reduced
Graphene Oxide, PAH and silver nanoparticles were used. The characterization
of the sensors was done using the techniques of characterization with UV-VIS
Spectroscopy and the evaluation of the electrical properties. The characterization
of the solutions was done using FTIR, Field Emission Scanning Electron
Microscopy (FEG-SEM) and Zeta Potential. For the application in the electronic
tongue, a data acquisition system was used which is formed by an array of
sensorial units (sensors). The solutions with different concentrations of flavor
enhancer (guanylate and inosinate) and NaCl, were placed on sensors measuring
the Electrical Impedance, which is converted into resistance at 1 kHz. Data were
analyzed using Principal Component Analysis (PCA). It is possible to observe
that the films were formed, because of the interaction of negative and positive
charges which were confirmed by the FTIR and Zeta Potential. The electrode
array was efficient to the identification of flavor enhancers and sodium chloride
in high and low concentrations, being possible to use as a tool for analysis in the
food industry.

Keywords: Sensors, Electronic tongue, PCA.
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PARTE 1

1 INTRODUCAO

A populacdo mundial vem buscando, cada vez mais, produtos saudaveis
e com teores reduzidos de sodio. Essa busca deve-se aos danos provocados na
salde humana pelo consumo em excesso do cloreto de sodio, a dizer, doencas
cronicas, como a hipertensdo e os problemas cardiovasculares que sdo 0s mais
comuns devido ao excesso de sédio (MANCIA et al 2017). Nesse sentido, a
reducdo da concentracdo do sodio vem sendo um grande desafio para a industria
de alimentos, visto que o cloreto de sodio influencia diretamente nas
propriedades sensoriais dos alimentos, como: sabor, cor, textura, e conservagdo
(ALBARRACIN et al., 2011; PEREIRA et al., 2015; SILVA; MORAIS;
SILVESTRE, 2003; KREMER; MOJET; SHIMOJO, 2009).

A utilizacdo de substitutos do cloreto de sddio vem sendo estudada
como uma estratégia para a reducdo da concentragdo, entre elas, a substituicdo
parcial ou total do cloreto de sédio por cloreto de potassio, ou fosfato de
potassio. Outra estratégia que vem sendo estudada € a utilizacdo de real¢adores
de sabor (RODRIGUES et al., 2016, FREIRE et al., 2015). No entanto, a
utilizacdo de substitutos de sodio pode promover um gosto residual nos
alimentos, afetando diretamente a qualidade sensorial do produto (CRUZ et al.,
2011; GOU et al., 1996; RUUSUNEN; PUOLANNE, 2005; SILVA et al., 2013;
SOUZA et al., 2013; FREIRE et al., 2015).

Os realcadores de sabor, quando adicionados nos alimentos, promovem
0 gosto Umami, consequentemente melhorando o gosto dos produtos. O
primeiro real¢ador de sabor descoberto foi 0 glutamato monossédico, no inicio
do século 20, presente em algas; posteriormente, outros realcadores (guanilato
dissodico e inosinato dissédico) foram descobertos em cogumelos e peixes

(SANO, 2009). A identificacdo do gosto umami é um grande desafio para a
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industria alimenticia, visto que é dificil de ser identificado. Existem varios
fatores que interferem no resultado da anélise sensorial, tais como: fatores
fisiologicos, psicoldgicos e fisicos (MEILGAARD; CARR; CIVILLE, 2006).

O desenvolvimento de sensores especificos para avaliagdo de produtos
que contém realgadores de sabor pode ser promissor na avaliagdo da qualidade
sensorial de produtos industrializados, analise sensorial tradicional. Tendo em
vista esses problemas, a lingua eletrénica vem sendo cada vez mais estudada e,
além disso, € considerada como um importante instrumento para o controle de
qualidade de bebidas em industrias, pois discrimina 0os compostos de gostos
basicos em niveis muito mais abaixo do limite de deteccdo da capacidade
humana (CARVALHO et al., 2006; COSTELL et al., 2002; DEISINGH et al.,
2004; MATTOSO et al., 2002; PATERNO et al., 2001; SILVA et al., 2012;
TOKO, 1998). A lingua eletronica apresenta uma maior eficiéncia em relacéo a
analise sensorial comum, visto que a Anélise Descritiva Quantitativa (ADQ)
exige muito do aplicador e do painel sensorial (SILVA et al., 2012), e a HPLC
(SCAGION et al., 2016) é uma anéalise demorada e de alto custo.

A lingua eletrénica vem sendo aplicada na avaliagdo sensorial de varias
bebidas, entre elas, o café (BURATTI et al., 2015), o vinho (YU et al., 2017),
cha (ZHI et al., 2017) etc.

Materiais, como 0s polimeros condutores (expor exemplo,
polipirrol)(Paterno, 2001), vém sendo cada vez mais estudados para o0
desenvolvimento de sensores para a Lingua Eletrénica. A polianilina, por
exemplo, é um dos polimeros mais utilizados para o desenvolvimento de
sensores (MATTOSO, 1996).

Este trabalho teve como objetivo desenvolver sensores nanoestruturados
por meio da técnica Layer by Layer para lingua eletrénica, capaz de classificar
realcadores de sabor (glutamato monossédico, inosinato dissédico, guanilato

dissadico) e o cloreto de sodio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Objetiva-se com esse trabalho o desenvolvimento, a caracterizacdo e a
aplicagdo de sensores nanoestruturados para andlise de realgadores de sabor em

agua.

2.2 Objetivos especificos

1. Elaborar sensores com diferentes arquiteturas, utilizando ftalocianina
tetrassulfonada de cobre (CuTsPc), poli(anilina) (PANI) (em seu estado
condutor), 6xido de grafeno reduzido (RGO), poli(alilamina hidroclorada)
(PAH) e nanoparticulas de prata (AgNPs).

2. Caracterizar as substancias utilizadas, usando as técnicas de
caracterizacdo: Potencial Zeta, MEV-FEG e Espectroscopia na regido do
infravermelho utilizando a transformada de Fourier. Caracterizar 0s sensores,
fazendo uso das técnicas de caracterizagdo: Espectroscopia na regido UV-
visivel e Propriedades elétricas.

3. Avaliar os diferentes realcadores de sabor (guanilato dissodico,
glutamato monossédico, inosinato dissédico) e de cloreto de s6dio em diferentes

concentracdes, utilizando a Lingua Eletrénica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Polimeros condutores

Até o inicio dos anos 70, os materiais organicos (entre eles o0s
polimeros) eram considerados apenas como isolantes ou semicondutores. No
entanto, em 1975, o fisico Dr. Alan J. Heeger e o quimico Dr. Allan
MacDiarmid estudaram o polimero poli (nitreto de enxofre), por possuir
comportamento elétrico em temperatura ambiente como supercondutor a baixas
temperaturas. Posteriormente, o professor MacDiarmid visitou a Universidade
de Tsukuda (Japdo), no laboratdrio do Dr. Shirakawa, o qual também pesquisava
sobre polimeros condutores. Apds essas visitas entre Japao e Estados Unidos, 0s
pesquisadores decidiram unir as suas pesquisas para 0s polimeros condutores.
Juntos ganharam o Prémio Nobel de Quimica em 2000 (CHIANG et al., 2016;
CORREA et al., 2014; MACDIARMID, 2001; MATTOSO, 1996). Os
polimeros condutores vém sendo cada vez mais estudados. Esse aumento deve-
se ao rapido crescimento da tecnologia e consequentemente a necessidade de
materiais condutores de eletricidade para a fabricacdo de baterias recarregaveis,
sensores eletroquimicos, biossensores, dispositivos eletrdnicos, recobrimento de
materiais (MATTOSO, 1996).

Os polimeros condutores possuem as propriedades parecidas com 0s
polimeros comuns, porém, com um comportamento elétrico, 6ptico e magnético
semelhante ao dos metais e semicondutores organicos/inorganicos. Sao
conhecidos como metais sintéticos por possuirem tais caracteristicas
semelhantes. Quando adicionados a agentes dopantes, os polimeros podem se
tornar condutores elétricos intrinsecos (FAEZ; REZENDE, 2000; MATTOSO,
1996).
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A Figura 1 apresenta uma escala, comparando a condutividade elétrica
entre alguns polimeros condutores, o cobre e o mercurio liquido. Podemos
observar a variacdo de condutivilidade elétrica de acordo com a variacdo do

dopante, bem como em relagéo aos outros dois metais.

Figura 1 - Escala Condutividade.

|
10° = Cobre

10 P Poliacetileno dopado com AsF3

| Poliacetileno dopado com Iodo

Mercino Liquido

10’ Poli (p- fenileno) dopado com
e——

10° Poli (p-pirrol) dopado com lodo

10"

1_ Polianilina (sal esmeraldina)

Fonte: Bhadra et al. (2009) adaptada.

A estrutura sal esmeraldina é a mais estudada atualmente por estar no
estado condutor. Apresenta-se no estado parcialmente reduzido, devido & agéo
dos &cidos durante o processo de dopagem (STEJSKAL; GILBERT, 2002;
MATTOSO, 1996; MEDEIROS et al., 2012).

Para que a polianilina conduza eletricidade, sdo necessarias substancias
dopantes. MacDiarmid (2001) define a substincia dopante como “uma
substancia, em que uma quantidade relativamente pequena da mesma altera

drasticamente as propriedades elétricas, éticas, magnéticas e/ou estruturais do
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polimero, acompanhadas por um grande aumento na condutividade (elétrica)”.
Segundo Paula (2005), “A insercdo de prétons na polianilina torna o polimero
condutor devido a formacdo de um polication estavel, o sal de esmeraldina, que
contém a banda polarénica semi-preenchida” (PAULA, 2005).

Além dos polimeros condutores, outros materiais também estdo sendo
utilizados na elaboracdo de sensores, tais como o 6xido de grafeno reduzido,
nanoparticulas de prata, PAH, e complexos, como as ftalocianinas (LAKADE;
SUNDAR; SHETTY, 2017; LEE et al., 2015; Ll et al., 2011; CUI et al., 2013).

As principais técnicas utilizadas no processamento na elaboracdo de
filmes sdo: fiacdo por solugdo (solution spinning), Lagmuir-Blodgett (LB).
Entretanto, a técnica Layer by Layer (automontagem) é a mais utilizada
(CORREA et al., 2014).

3.2 Aplicagdo dos sensores na area de Engenharia de Alimentos

O desenvolvimento de dispositivos que facilitam as andlises de
gualidade, bem como para o controle de processos industriais, vem sendo cada
vez mais estudados. Nanoestruturas podem ser incorporadas em embalagens
para alimentos, bem como outros dispositivos capazes de identificar substancias
e evitar problemas durante o processo produtivo (WANG; DUNCAN, 2017).

Os sensores eletroquimicos medem a mudanga de corrente, o potencial
elétrico, condutancia ou impedéancia na interface do eletrodo em contato com a
amostra, devido a sua sensibilidade, simplicidade, velocidade e compatibilidade,
as quais sdo inerentes com dispositivos de medicdo portateis. Possuem a
capacidade de identificar e quantificar substancias quimicas nos alimentos
(WANG; DUNCAN, 2017).

Além desses sensores, existem os que sao classificados de acordo com a

sua especificidade, sendo especificos e semi-especificos (seletividade global). A
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ideia da seletividade global consiste em unidades que geram respostas
individuais diferentes, e o conjunto dessas respostas fornecem a impressdo
digital do analito. Sdo sensores denominados de lingua e nariz eletrénicos. Estes
sensores sdo utilizados para a analise de substancias liquidas e gasosas de
alimentos, respectivamente. Possuem a capacidade de simular os sistemas
gustativos e olfativos, devido & sua similaridade com os estagios de deteccéo,
reconhecimento e transducdo de sinais (MEDEIROS et al., 2012).

Scagion e colaboradores (2016) elaboraram um arranjo de sensores com
a superficie dos eletrodos interdigitados, modificados com poliamida e
nanofibras de polianilina. O arranjo de sensores conectados a Lingua Eletrénica
foi elaborado com o objetivo de detectar Tetraciclina no leite. A tetraciclina é
um antibiético muito utilizado na medicina veterinaria, pois é um dos
antibidticos mais eficazes contra infeccGes. No entanto, esse antibiético pode
causar riscos a satde humana. A partir das analises realizadas no leite desnatado
e integral, os autores concluiram que a lingua eletrénica é capaz de detectar
baixas quantidades de tetraciclina (as quais as concentragdes utilizadas foram de
1, 5,25, 50, 100, 200 e 300 ppb), inclusive abaixo dos niveis maximos exigidos
pela ANVISA.

Rudnitskaya e colaboradores (2017) fizeram um trabalho cujo objetivo
era avaliar a maceracdo do vinho artificial e tinto com diferentes concentracGes
de chips de carvalho, utilizando a Lingua Eletrdnica como uma ferramenta de
analise. A partir das andlises realizadas, o grupo concluiu que a lingua eletrdnica
potenciométrica pode ser utilizada na deteccdo de componentes presentes no
envelhecimento do vinho (RUDNITSKAYA, 2017).

Newman e colaboradores (2014) estudaram a utilizacdo da lingua
eletronica para avaliar o gosto amargo de cafeina e de caseina provenientes de
hidrolisados de soro de leite. Esses hidrolisados estdo sendo estudados como

fonte proteica para o enriquecimento nutricional de alimentos. As analises foram
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realizadas utilizando provadores treinados para a comparacdo com a lingua
eletronica. A partir dos dados obtidos, os pesquisadores concluiram que houve
forte correlacdo mostrada entre os dois métodos na analise da cafeina. O estudo
apresentou que a lingua eletrdnica pode ser usada no rastreamento da amargura
para reduzir os custos além de reduzir a necessidade de provadores.

Estudos feitos por Marx e colaboradores (2017) avaliaram a intensidade
dos atributos sensoriais das azeitonas. O trabalho foi feito com provadores
treinados de acordo com as recomendacdes do Conselho Internacional Oleicola,
e os resultados foram comparados com os dados obtidos pela lingua eletronica.
A avaliagdo sensorial foi feita utilizando a lingua eletrdnica acoplada a
ferramentas estatisticas multivariadas, as quais avaliaram a intensidade dos
gostos &cidos, amargo e salgado perceptiveis em azeitonas. Os resultados
mostraram que a lingua eletrdnica, juntamente com andlise sensorial
discriminativa, pode ser usada como um sensor para a identificacdo de gostos,
permitindo a classificacdo de solucBes padrdo aquosas de acordo com os trés
gostos basicos avaliados durante a analise, com base nos sinais eletroquimicos
dos 5 sensores. Os resultados obtidos foram satisfatorios e mostraram que a
lingua eletronica tem a capacidade de avaliar as intensidades dos atributos
gustativos das azeitonas de mesa, anteriormente feitos apenas pela andlise
sensorial tradicional.

Yang e colaboradores (2013) avaliaram realgadores de sabor (glutamato
monossddico, inosinato dissédico e guanilato), utilizando a lingua eletrbnica
com sensores comerciais. O objetivo era comparar 0s realgadores de sabor com
0s gostos comuns - salgado, &cido, amargo, doce e umami - e investigar o
potencial uso de lingua eletrénica para comparar diferentes realgadores de sabor.
Os dados obtidos foram analisados por analise de componentes principais
(PCA). A equipe de pesquisadores concluiu que os resultados indicaram que a

lingua eletronica foi eficiente para avaliar o gosto umami e discriminar
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diferentes real¢adores. Segundo os resultados obtidos no trabalho, Tal utilizacdo
pode ser um método eficiente para complementar os painéis sensoriais na

avaliacdo de um realcador de sabor.

3.3 Automontagem ou Layer By Layer

Segundo ller (1966) apud Correa et al., (2014), a técnica da
automontagem, também conhecida como Layer by Layer, foi desenvolvida por
Iler em 1966, o qual estudou a adsorcao de particulas coloidais, como a silica e a
alumina na superficie do vidro. No entanto, essa técnica foi atualizada em 1980
por Sagiv e posteriormente aplicada aos polieletrolitos. (CORREA, 2014;
DECHER; HONG, 1991; SAGIV, 1980).

A técnica da automontagem €& um processo no qual é possivel ter o
conhecimento em nivel molecular de mecanismos de adsor¢éo e estabilidade de
filmes ultrafinos. O processo é feito a partir de interagdes eletrostaticas entre
polications e polianions, os quais sdo responsaveis pela formacdo de pares
ibnicos, resultando na formacdo de um filme (PATERNO; MATTOSO;
OLIVEIRA, 2001).

A figura 2 representa o modelo esquematico do processo da técnica LbL.
O item A representa o substrato o qual é imerso em uma solucéo catidnica (B),
em uma solugdo de lavagem (C) formando a primeira monocamada (D). Logo
em seguida, o substrato € imerso em uma solugdo anidnica (E) e na segunda
solucdo de lavagem (F) formando assim, a primeira Bicamada (G). a repeticdo
desse processo leva a formacao de multicamadas.

Algumas vantagens da utilizacdo do LbL é a capacidade de formar
filmes finos com estrutura organizada e espessuras controladas em diversos
substratos, além de ndo possuir a necessidade de um equipamento especifico,

sendo assim, uma técnica de baixo custo (RAOUFI et al., 2014).
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Figura 2 - Imagem ilustrativa de um filme feito por Layer by Layer (LbL).

E 1 Monocamada 1 Bicamada

Legenda: a) Substrato b) Solugéo Policatibnica c) Solugdo de
lavagem d)Solucdo Anibnica e) Solugdo de lavagem f) 1
Bicamada Formada.

Fonte: Do autor (2017).

3.4 Lingua Eletronica

O estudo de lingua eletr6nica vem crescendo cada vez mais nas areas de
tecnologia em alimentos, no controle de qualidade de matérias primas, produtos
acabados semiacabados e durante processos industriais, devido a sua rapidez e
simplicidade (ALVES, 2010).

A ideia da seletividade global consiste em unidades que geram respostas
individuais diferentes, e o conjunto dessas respostas fornecem a impresséo

digital do analito. S&o sensores denominados de lingua e nariz eletrénicos. Estes
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sdo utilizados para a analise de substancias liquidas e gasosas de alimentos.
Possuem a capacidade de simular os sistemas gustativos e olfativos devido a sua
similaridade com os estagios de deteccdo, reconhecimento e transducéo de sinais
(MEDEIROS et al., 2012). A lingua eletrdnica consiste em um dispositivo
inspirado no sistema sensorial humano, fornecendo a impressdo digital do
analito (CORREA et al., 2014).

O desenvolvimento da lingua eletrénica consiste em um conceito
diferenciado dos sensores elétricos convencionais, que sdo baseados na
seletividade especifica, ou seja, um sensor identifica uma substancia quimica. A
relacdo entre as substancias quimicas e 0 gosto ndo é clara. Assim, ndo seria
viavel elaborar sensores quimicos devido ao nimero de substancias quimicas
nos alimentos, visto que para cada produto estdo presentes cerca de 1000
moléculas (TOKO, 1998).

A lingua eletrbnica é composta por: um porta amostra, arranjo de
sensores, sistema de controle e sistema eletrénico de dados, e um programa de

reconhecimento de padrdes (figura 3).

Figura 3 - Imagem representativa do sistema de lingua eletrénica.
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Legenda: 1- Porta amostra, 2- arranjo de sensores, 3- amplificador e gerador de sinal, 4 -
computador com software de aquisi¢do de dados.
Fonte: Alves (2010).
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3.5 Gosto Umami

A busca por alimentos mais saudaveis estd em expansdo devido ao
aumento da obesidade, doengas cardiovasculares entre outras (CAPRILES;
AREAS, 2005). O cloreto de sodio é usualmente utilizado como o principal
aditivo alimentar no processamento de alimentos. Além de ter um papel de
grande importancia no sabor dos alimentos, possui as funcBGes de conservar e
manter as caracteristicas sensoriais dos produtos. Entretanto, o0 NaCl vem sendo
associado ao aumento da hipertensdo, ao desenvolvimento de osteoporose,
doencas cardiovasculares e a incidéncia de pedras nos rins, devido ao alto teor
de sédio (RODRIGUES et al., 2014; WHO, 2007).

O sal, além de melhorar o sabor, atua como conservador e tamhém
influencia no aroma e sabor de outros ingredientes, reduzindo a dogura e o
amargor. Além de melhorar a textura dos alimentos e a densidade,
consequentemente proporcionando um produto de melhor qualidade sensorial
(HENNEY; TAYLOR; BOON, 2010).

Os efeitos sensoriais causados pela reducdo da concentragdo do cloreto
de sodio e pela adicdo do cloreto de potassio podem ser amenizados com a
utilizacdo de alguns realgadores de sabor, tais como os 5'-ribonucleotideos
(CAMPAGNOL et al., 2011; SANTOS et al., 2014).

Estudos feitos por Santos e colaboradores (2014) tinham o objetivo de
avaliar os impactos tecnolégicos e sensoriais apds a reducdo de 50 e 75 % de
cloreto de so6dio na salsicha. Para que fosse possivel essa reducdo, foram
adicionados cloreto de potéssio e realcadores de sabor (inosinato dissodico,
glutamato monossodico, guanilato dissédico, lisina e taurina). Foram realizadas
as andlises: pH, atividade de agua, perfil sensorial, cor e textura. As salsichas
reformuladas contendo glutamato monossédico combinado com lisina, taurina,

inosinato dissodico e guanilato dissddico mascararam 0s atributos sensoriais
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indesejaveis associados a substituicdo de 50% e 75% de NaCl por KCI,
permitindo a produgdo de salsichas cozidas fermentadas com boa aceitacdo

sensorial e aproximadamente 68% de reducdo de sédio.

3.6 Inosinato Dissédico, Guanilato Dissédico e Glutamato Monossddico

O inosinato dissodico é um aditivo alimentar encontrado em alimentos
de origem animal, incluindo sardinhas secas, atum, carnes suina, bovina e de
frango, em concentracBes que variam de 100-300 mg/100 g. O peixe fresco, em
sua maioria possui pouco inosinato livre e ndo apresenta gosto umami quando
fresco, porém, apds o rigor mortis, ocorre aumento da concentracdo de
inosinato, intensificando o gosto umami caracteristico (YAMAGUCHI;
NINOMIYA, 2000).

O guanilato dissodico, esta presente apenas nos alimentos de origem
vegetal e alguns cogumelos, porém as concentracdes variam entre 10 e 150 mg /
100 g (YAMAGUCHI, 1967).

Tabela 1 - Tabela da quantidade de inosinato dissédico e guanilato dissédico nos
alimentos.

Alimentos que contém Ribonucleotideos

Alimento Guanilato (mg/100 g) Inosinato (mg/100 g)
Carne bovina 4 70

Carne suina 2 200

Frango 5 201

Cogumelo shiitake seco 150 -

Fonte: Yamaguchi E Ninomiya (2000).
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A Tabela 1 apresenta as quantidades de guanilato dissédico e inosinato
dissodico em alguns alimentos. E possivel observar a diferenca de quantidade de
inosinato e guanilato em cada alimento.

O 4cido gluthmico é o glutamato na sua forma ionizada. E um
aminoacido ndo essencial encontrado naturalmente em alimentos e em
organismos vivos. Este aminoacido esta presente nos alimentos nas formas
ligada (componente das proteinas) e livre (SANO, 2009).

O glutamato, assim como o inosinato e o guanilato, € um aditivo
alimentar, o qual é detectado por receptores gustativos e proporciona o quinto
gosto basico Umami, que em japonés significa “delicioso” (SANO, 2009).

E um realgador de sabor muito utilizado comercialmente e também vem
sendo utilizado pelas industrias de alimentos para o desenvolvimento de
produtos com a reducdo da concentracdo de sodio. O sabor intenso do glutamato
monossodico permite reduzir sédio, pois possui apenas uma molécula de sodio
em sua estrutura, cerca de 70% menos sodio do que o cloreto de sédio sem

comprometer muito o perfil sensorial dos alimentos (AJINOMOTO, 2000).

Figura 4 - Avaliacdo sensorial de sopas com diferentes dosagens de sal (com e sem
glutamato).
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Fonte: Ajinomoto (2000).
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Luscombe-Marsh, Smeets e Westerterp-Plantenga (2016) fizeram um
trabalho, no qual o objetivo era determinar o limiar de percep¢do do gosto
individual para glutamato monossodico (MSG) e em combina¢do com inosina
monofosfato (IMP-5). Os limiares variaram de zero a infinito, os quais sdo
apresentados pela figura 5, usando uma sopa clara com MSG adicionado nas
concentragdes de 0,1 a 0,8% (p/p) de MSG. Os provadores avaliaram catorze
atributos sensoriais da sopa e também seu "gosto", "Frequéncia de consumo e
preferéncia de vinte e dois alimentos comuns ricos em proteinas, em
carboidratos e em gorduras”. O limiar de percepcdo do MSG foi reduzido de
0,33% para 0,26 % MSG quando se adicionou 0,25% (p / p) de IMP-5. No
entanto, o sabor "meatiness" foi associado aos dados limiar para os individuos

que percebiam o gosto concentragdes de 0,4% de MSG.



30

REFERENCIAS

AJINOMOTO. Glutamato monossodico conceitos, aplicacdo na industria,
seguranga alimentar e beneficios. Aditivos & Ingredientes, p. 25-28, 2000.

ALBARRACIN, W. et al. Salt in food processing; usage and reduction: A
review. International Journal of Food Science and Technology, v. 46, n. 7, p.
1329-1336, 2011.

ALVES, W. F. Preparacdo e caracterizagdo mecanica, térmica e elétrica de
misturas de poliuretano derivado do o6leo de mamona e poli (o-
metoxianilina) para avaliagdo na aplicagdo como sensores para lingua
eletronica. 2010. 122 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Universidade Federal
de Séo Carlos, Séo Carlos, 2010.

BAI, H. S. G. Gas sensors based on conducting polymers. Sensors, v. 7, p. 267—
307, 2007.

BHADRA, S. et al. Progress in preparation, processing and applications of
polyaniline. Progress in Polymer Science, v. 34, p. 783-810, 2009.

BURATTI, S. et al. Discrimination between washed Arabica, natural Arabica
and Robusta coffee by using near infrared spectroscopy, electronic nose and
electronic tongue analysis. Journal of the Science Food and Agricuture. v. 95,
p.2192-2200, 2015.

CAMPAGNOL, P. C. B. et al. Application of lysine, taurine, disodium inosinate
and disodium guanylate in fermented cooked sausages with 50% replacement of
NaCl by KCI. Meat Science, v. 87, n. 3, p. 239-243, 2011.

CAPRILES, V. D.; AREAS, J. A. G. Desenvolvimento de salgadinhos com
teores reduzidos de gordura saturada e de &cidos graxos trans. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v. 25, n. 2, p. 363-369, 2005.

CARVALHO, E. R. et al. Sensorial system to delect chloroform in water.
Sensors Letters, v. 4, p. 129, 2006.

CHIANG, C. K. et al. Polyacetylene, (CH) x: n-type and p-type doping and
compensation. Applied Physics Letters, v. 33, n. 1, p. 18-20, 1978.



31

CORREA, D. S. et al. Nanostructured Conjugated Polymers in Chemical
Sensors: Synthesis, Properties and Applications. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology, v. 14, n. 9, p. 6509-6527, 2014.

COSTELL, E. A comparison of sensory methods in quality control. Food
Quality and Preference, v. 35, n. 35, p. 341-353, 2002.

CRUZ, A. G. et al. Cheeses with reduced sodium content: Effects on
functionality, public health benefits and sensory properties. Trends in Food
Science and Technology, v. 22, n. 6, p. 276-291, 2011.

CUI, L. et al. Layer-by-layer construction of graphene/cobalt phthalocyanine
composite film on activated GCE for application as a nitrite sensor.
Electrochimica Acta v. 88, p. 559- 564, 2013.

DECHER, G.; HONG, J. D. Buildup of Ultrathin Multilayer Films by a Self-
Assembly Process .1. Consecutive Adsorption of Anionic and Cationic Bipolar
Amphiphiles on  Charged Surfaces. = Makromolekulare  Chemie-
Macromolecular Symposia, v. 46, p. 321-327, 1991.

DEISINGH, A. K.; STONE, D. C.; THOMPSON, M. Applications of electronic
noses and tongues in food analysis. International Journal of Food Science &
Technology, v. 39, p. 587-604, 2004.

FAEZ, R.; REZENDE, M. C. Polimeros condutores intrinsecos e seu potencial
em blindagem de radiacfes eletromagnéticas. Polimeros, v. 10, n. 3, p. 130-
137, 2000.

FEAST, W. J.; TSIBOUKLIS, J.; POUWER, K.L.. Properties of conjugated
polymers. Polymer, v. 37, p. 5017, 1996.

FREIRE, T. V. M. et al. Salting Potency and Time-Intensity Profile of
Microparticulated Sodium Chloride in Shoestring Potatoes. Journal of Sensory
Studies, v. 30, n. 1, p. 1-9, 2015.

GERARD, M.; CHAUBEY, A. M. B. Application of conducting polymers to
biosensors. Biosensors & Bioelectronics, v. 17, p. 345-59, 2002.

GOU, P. et al. Potassium chloride, potassium lactate and glycine as sodium
chloride substitutes in fermented sausages and in dry-cured pork loin. Meat
Science, v. 42, n. 1, p. 37-48, 1996.



32

BOON C. S.; TAYLOR C. L.; HENNEY J. E . Strategies to Reduce Sodium
Intake in the United States. Washington (DC): National Academies Press,
2010.

KREMER, S.; MOJET, J.; SHIMOJO, R. Salt reduction in foods using naturally
brewed soy sauce. Journal of Food Science, v. 74, n. 6, 20009.

LEE, T. et al. Layer-by-Layer Assembly for Graphene based Multilayer
Nanocomposites: Synthesis and Applications. 2015.

LAKADE, A.J.; SUNDAR, K.; SHETTY, P. H. Nanomaterial-based sensor for
the detection of milk spoilage. LWT - Food Science and Technology, v. 75, p.
702-709, 2017.

LI, H. et al. Layer-by-Layer Assembly and UV Photoreduction of Graphene—
Polyoxometalate Composite Films for Electronics. Journal of American
Chemical Society v 133, p 9423-9429, 2011.

LUSCOMBE-MARSH, N. D.; SMEETS, A. J. P. G.; WESTERTERP-
PLANTENGA, M. S. Taste sensitivity for monosodium glutamate and an
increased liking of dietary protein. British Journal of Nutrition, v. 99, n. 2008,
p. 904-908, 2016.

MACDIARMID, A. G. "Synthetic metals™: A novel role for organic polymers
(Nobel lecture). Angewandte Chemie International Edition, v. 40, n. 14, p.
2581-2590, 2001.

MANCIA, G. et al. The technical report on sodium intake and cardiovascular
disease in low- and middle-income countries by the joint working group of the
World Heart Federation, the European Society of Hypertension and the
European Public Health Association. European of Healf Journal, v.38, p. 712-
719, Jan 2017.

MARX, I. M. G. et al. Quantification of table olives’ acid, bitter and salty tastes
using potentiometric electronic tongue fingerprints. Food Science and
Technology, v. 79, p. 394-401, 2017.

MATTOSO, L. H. C. et al. An electronic tongue using polypyrrole and
polyaniline. Synthetic Metals, v. 132, p. 109-116, 2002.

MATTOSO, L. H. C. Polianilinas: sintese, estrutura e propriedades. Quimica
Nova, v. 19, n. 4, p. 388-399, 1996.



33

MEDEIROS, E. S. et al. Uso de Polimeros Condutores em Sensores. Parte 1:
Introducdo aos Polimeros Condutores. Revista Eletrénica de Materiais e
Processos, v. 2, p. 62-77, 2012.

MEILGAARD, M. C.; CARR B. T.; CIVILLE, G. V. Sensory Evaluation
Techniques. 4.ed. New York: CRC Press, p. 464, 2006.

NEWMAN, J. et al. Comparison of a trained sensory panel and an electronic
tongue in the assessment of bitter dairy protein hydrolysates. Journal of
Food Engineering, v. 128, p. 127-131, 2014.

PATERNO, L. G.; MATTOSO, L. H. C.; OLIVEIRA, O. N. Filmes
poliméricos ultrafinos produzidos pela técnica de automontagem:
Preparacédo, propriedades e aplicacBes. Quimica Nova, v. 24, n. 2, p. 228—
235, 2001.

PAULA, G. F. Desenvolvimento de filmes nano estruturados de polimeros
condutores aplicados a sensores gustativos para avaliacdo de cafés. 2005. 99
p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Materiais) - Universidade Federal
de Séo Carlos, Sdo Carlos, 2005.

PEREIRA, H. C. et al. Optimization of Low Sodium Salts Mix for Shoestring
Potatoes. Journal of Food Science, v. 80, n. 6, p. 1399-1403, 2015.

RAOQUFI, N. et al. Chemical Optical sensor for pH monitoring using a layer-by-
layer deposition technique emphasizing enhanced stability and re-usability.
Sensors & Actuators: B. Chemical, v. 195, p. 692-701, 2014.

RICHARDS, E.; BESSANT, C. S. S. Multivariate data analysis in
electroanalytical chemistry. Electroanalysis, v. 14, p. 1533-1542, 2002.

RODRIGUES, D. M. et al. Microparticulated salts mix: An alternative to
reducing sodium in shoestring potatoes. LWT - Food Science and Technology,
v. 69, p. 390-399, 2016.

RODRIGUES, J. F. et al. Utilization of temporal dominance of sensations and
time intensity methodology for development of low-sodium Mozzarella cheese
using a mixture of salts. Journal of Dairy Science, v. 97, n. 8, p. 4733-44, Jan.
2014.

RUDNITSKAYA, A. et al. Measurements of the effects of wine maceration with
oak chips using an electronic tongue. Food Chemistry, v. 229, p. 20-27, 2017.



34

RUUSUNEN, M.; PUOLANNE, E. Reducing sodium intake from meat
products. Meat Science, v. 70, p. 531-541, 2005.

SAGIV, J. Organized monolayers by adsorption. 1. Formation and structure of
oleophobic mixed monolayers on solid surfaces. Journal of the American
Chemical Society, v. 102, n. 1, p. 92-98, Jan. 1980.

SANO, C. History of glutamate production. American Journal of Clinical
Nutrition, v. 90, n. 3, p. 728-732, 20009.

SANTOS B. A. dos et al. Monosodium glutamate, disodium inosinate, disodium
guanylate, lysine and taurine improve the sensory quality of fermented cooked
sausages with 50% and 75% replacement of NaCl with KCI. Meat Science, V.
96, n. 1, p. 509-513, 2014.

SCAGION, V. P. et al. An electronic tongue based on conducting electrospun
nano fibers for detecting tetracycline in milk samples. RSC Advances, v. 6, p.
103740-103746, 2016.

SILVA, J. et al. Study on the flavour of soybean cultivars by sensory analysis
and electronic tongue. International Journal of Food Science and
Technology, v. 47, p. 1630-1638, 2012.

SILVA, J. G.; MORAIS, H. A.; SILVESTRE, M. P. C. Comparative study of
the functional properties of bovine globin isolates and sodium caseinate. Food
Research International, v. 36, p. 73-80, 2003.

SILVA, T. L. T. et al. Equivalence salting and temporal dominance of sensations
analysis for different sodium chloride substitutes in cream cheese. International
Journal of Dairy Technology, v. 67, n. 1, p. 31-38, 2014.

SOUZA, V. R. et al. Salt equivalence and temporal dominance of sensations of
different sodium chloride substitutes in butter. The Journal of dairy research,
v. 80, n. 3, p. 319-25, 2013.

STEJSKAL, J.; GILBERT, R. G. Polyaniline. Preparation of a conducting
polymer. Pure and Applied Chemistry, v. 74, n. 5, p. 857-867, 2002.

TOKO, K. A taste sensor. Measurement Science and Technology, v. 9, n. 12,
p. 1919, 1998.



35

WANG, Y.; DUNCAN, T. V. Nanoscale sensors for assuring the safety of food
products. Current Opinion in Biotechnology, v. 44, p. 74-86, 2017.

WHITCOMBE, M. J. V. E. Imprinted polymers. Advanced Materials, v. 13, p.
467, 2001.

WHO. Prevention of cardiovascular disease: Guidelines for assessment and
management of cardiovascular risk. Switzerland: World Health Organization,
2007. 86 p.

WIZIACK, N. K. L. Desenvolvimento de sistemas multissensoriais hibridos,
lingua e narizes eletrénicos para a avaliacdo de combustiveis. 2010. 159 p.
Tese (Doutorado em Engenharia Elétrica) - Escola Politécnica da Universidade
de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

YAMAGUCHI, S.; NINOMIYA, K. The Use and Utility of Glutamates as
Flavoring Agents in Food. The Journal of Nutrition, v. 130, p. 921-926, 2000.

YAMAGUCHI, S. The synergistic effect of monosodium glutamate and
disodium 5'-inosinate. Journal of Food Science, v.32, p.473-478, 1967.

YANG, Y. et al. Evaluation of monosodium glutamate, disodium inosinate
and guanylate umami taste by an electronic tongue. Journal of Food
Engineering, v. 116, n. 3, p. 627-632, 2013.

YU H. Discrimination of wine age of Chinese rice wine by electronic tongue
based on amino acid profiles. Transactions of the Chinese Society of
Agricultural Engineering. v. 33, n.2, Jan 2017.

ZERAVIK, J.; HLAVACEK, A.; LACINA, K. S. P. State of the Art in the
Field of Electronic and Bioelectronic Tongues - Towards the Analysis of
Wines. Electroanalysis, v. 21, p. 2509-2520, 2009.

ZHI R, A. Framework for the Multi-Level Fusion of Electronic Nose and
Electronic Tongue for Tea Quality Assessment. Sensors, v.17, n.1007, 2017.



36

PARTE 2

DESENVOLVIMENTO DE SENSORES NANOESTRUTURADOS PARA
ANALISE DE REALCADORES DE SABOR EM AGUA

K.L Fukushima?, V.P. Scagion*, M.H. Facure *, A.C.M. Pinheiro®, D.S.
Corréa***, J.E. de Oliveira®

*Bioaterials Engineering Department, Federal University of Lavras
(UFLA),37200-000,

®Food Sciene Department, Federal University of Lavras (UFLA),37200-000,
Lavras, MG, Brazil,

¢ Materials Engineering, Engineering Department, Federal University of Lavras
(UFLA),37200-000, Lavras, MG, Brazil,

*National Laboratory for Nanotechnology in Agribusiness (LNNA), Embrapa
Instrumentation, 13560 970 Sao Carlos, SP, Brazil

**Center for Exact Sciences and Technology, Federal University of Sdo Carlos
(UFSCar), 13565-905 Séo Carlos, SP, Brazil

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver, caracterizar e aplicar sensores
nanoestruturados para analise de realgadores de sabor em solugéo aquosa. Foram
utilizados eletrodos interdigitados de ouro fabricados sobre laminas de vidro
para a elaboragdo dos sensores. A modificacdo da superficie do eletrodo foi feita
através de filmes manomeétricos, utilizando a técnica de automontagem (do
inglés, Layer-by-Layer, LbL), por meio de diferentes arquiteturas como a
ftalocianina tetrassulfonada de cobre (CuTsPc), poli(anilina) (PANI) (em seu
estado condutor), Oxido de grafeno reduzido (RGO), poli(alilamina
hidroclorada) (PAH) e nanoparticulas de prata (AgNPs). A caracterizacdo dos
filmes nanoestruturados foi feita utilizando as técnicas de espectroscopia de
absorcdo UV-Vis e a avaliagdo das propriedades elétricas, j& a caracterizacdo das
solucbes foi feita utilizando as técnicas: espectroscopia na regidao do
infravermelho utilizando a transformada de Fourier, microscopia eletrénica de
varredura com emissdo de campo (MEV-FEG) e potencial zeta. Para a aplicacdo
na lingua eletrénica, foi utilizado um sistema de aquisicdo de dados, o qual é
formado por um arranjo de sensores. Na superficie dos sensores, foram
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gotejadas as solugBes com diferentes concentracGes de realcadores de sabor
(guanilato e inosinato) e de NaCl, medindo-se a impedéancia elétrica, a qual é
convertida em resisténcia em 1kHz. Os dados foram analisados utilizando a
Anélise de Componentes Principais (PCA). E possivel observar que os filmes
foram formados, devido as interagdes intermoleculares entre as substancias, as
quais foram confirmadas pelas andlises de FTIR e Potencial Zeta. O conjunto de
eletrodos apresentou-se eficiente na identificacdo dos realcadores de sabor e do
cloreto de Sddio em diferentes, sendo possivel ser utilizado como uma
ferramenta para a analise em industrias alimenticias.

Palavras-chave: Filmes, Lingua eletrdnica, Realcadores de sabor.

1 INTRODUCAO

A populacdo mundial vem buscando cada vez mais produtos saudaveis e
com teores reduzidos de sodio. Algumas doengas cronicas como a hipertensao e
problemas cardiovasculares sdo as mais comuns ocasionadas pelo excesso de
sodio [1]. Em 2011, foi assinado o primeiro acordo entre a ANVISA e a
Associacao Brasileira das Industrias de Alimentos para reduzir a concentragao
do sodio em alguns alimentos processados, os quais seriam fiscalizados
anualmente pela ANVISA [2]. A reducgdo da concentracdo do sédio vem sendo
um grande desafio para a industria de alimentos, visto que o cloreto de sodio
influencia diretamente nas propriedades sensoriais dos alimentos como: sabor,
textura, e conservacdo (pois o cloreto de sddio reduz a atividade de
agua[1,2,3,4,5,6].

A utilizagdo de substitutos do cloreto de sodio vem sendo estudada
como uma estratégia para a redugdo por substituicdo parcial ou total do cloreto
de sddio pelo cloreto de potéssio, fosfato de potassio. Outra estratégia que vem
sendo estudada é a utilizacdo de realcadores de sabor [7,8]. Porém, essa
substituicdo tende a promover um sabor residual nos alimentos, afetando

diretamente a qualidade sensorial do produto[9,10,11,12,13,8].
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Os realcadores de sabor, quando adicionados aos alimentos, promovem
0 gosto Umami e consequentemente melhoram o sabor dos produtos. O primeiro
realcador de sabor descoberto foi o glutamato monossodico, no inicio do século
20, presente em algas, posteriormente, outros realgadores (guanilato dissédico e
inosinato dissédico) foram descobertos em cogumelos e peixes [14]. A
identificacdo do gosto umami é um grande desafio para a inddstria alimenticia,
visto que é um gosto dificil de ser identificado. Existem varios fatores que
interferem no resultado da andlise sensorial, tais como: fatores fisiolégicos,
psicologicos e méa condicéo fisica [15].

Entretanto, reduzir a quantidade de sbdio, sem comprometer as
caracteristicas sensoriais dos produtos é tarefa &rdua e requer dedicacdo nos
testes sensoriais para alcancar a qualidade tdo almejada. Nesse sentido, o
desenvolvimento de novas técnicas que permitam garantir a qualidade sensorial
dos produtos poderia trazer agilidade no desenvolvimento de produtos, em
especial, os produtos com reducdo no teor de sédio. O desenvolvimento de
sensores para avaliagdo de produtos, como os realcadores de sabor, pode ser
promissor na avaliacdo da qualidade sensorial de produtos industrializados. E
considerada uma importante ferramenta para o controle de qualidade de bebidas
em inddstrias, pois discrimina os compostos de gostos basicos em niveis muito
mais abaixo do limite de deteccdo da capacidade humana
[16,17,18,19,20,21,22]. Apresenta uma maior eficiéncia em relagdo a analise
sensorial tradicional, devido a sua praticidade, rapidez, e apresenta resultados
semelhantes & Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) [21], e a HPLC [23] ¢
uma anélise demorada e cara. a lingua eletrdnica vem sendo aplicada em varias
bebidas, entre elas, o café [24], o vinho [25], a ch& [26].

A utilizacdo de novos métodos eletroquimicos de anélise incentivou as
pesquisas de polimeros condutores e outros tipos de materiais, como as

ftalocianina [27]. As Ftalocianinas, bem como o Oxido de grafeno reduzido e
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outros polimeros, vém sendo empregadas no desenvolvimento de sensores de
interesse para a indlstria de alimentos, podendo ser utilizados na lingua
eletrbnica [28,29,30,31]. A PANI, por exemplo, é um dos polimeros mais
utilizados para o desenvolvimento de sensores [32].

Este trabalho teve como objetivo desenvolver sensores nanoestruturados
por meio da técnica Layer by Layer para lingua eletrdnica, capaz de identificar
realcadores de sabor (glutamato monossodico, inosinato dissodico, guanilato

dissédico) e o cloreto de sadio.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes

Poli(anilina) (PANI) (Mw = 20.000 g/mol), ftalocianina tetrassulfonada
de cobre (CuTsPc) (Mw = 984,25 g/mol), poli(alilamina hidroclorada) (PAH)
(Mw = 56 x 10%g/mol), nitrato de prata (AgNOs, Mw = 169,88 g/mol), o acido
ascorbico (AA) e borohidreto de sddio (NaBH.), foram obtidos pela Sigma-
Aldrich. Grafite, acido sulfarico (H.SO.), permanganato de potassio (KMnQy,),
Dimetilacetamida (DMA), &cido cloridrico (HCI) e perdxido de hidrogénio
(H202) utilizados na sintese do 6xido de grafeno (GO) foram obtidos da
Dinamica, Brasil. Os realgadores de sabor, glutamato monossédico (Lote:
05.09.13 validade: 05.09.18), guanilato dissédico e inosinato dissédico (Lote:
13131A-2B validade: 16/07/18) e inosinato dissodico (Lote: 15.01.22 validade:
22/01/2020) foram doados pela AJINOMOTO Ltda.

2.2 Eletrodos interdigitados

Os filmes foram depositados sobre eletrodos interdigitados de ouro (1ds),
obtidos pela técnica convencional de fotolitografia no Laboratorio de
Microfabricacdo do Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano-LNLS)

em Campinas, no estado de S&o Paulo. Os eletrodos interdigitados séo
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compostos por 50 pares de trilhas com comprimento de 4 mm e apresentando

interdigitados com 10 um de largura e de separacao entre eles [33].

2.3 Solucdes e Preparo dos Filmes

A solucdo de PANI (solucdo catibnica) foi dopada com HCI [34]
adaptada pelo autor do presente artigo, a qual foi mantida diluida (obtendo-se
uma concentracdo de 2x107 mol L*) em pH 3. As solugdes de CuTsPc (solugéo
anidnica) e de PAH (solucdo catibnica), foram utilizadas na concentracdo de
0,15x102 mol L? e 0,27x10* mol L [35]. O 6xido de grafeno (GO) foi obtido
através da sintese de Hummers modificada [36]. Na sintese adaptada por [37],
trés gramas de grafite foram dissolvidas em 1,26 mol L de H,SO. em banho de
gelo. Apds o grafite dissolver completamente, 0,06 mol L de KMnO, foram
lentamente adicionadas a mistura, mantendo-se a temperatura do sistema abaixo
de 20 °C. Em seguida, a temperatura foi elevada para 40 °C, e o sistema foi
agitado por 30 min. Em seguida, adicionou-se 150mL de &gua, entdo,
adicionados & mistura e a solugdo foi mantida a 95 °C por 15 min. Outros 500
mL de agua foram adicionados, seguidos da adicdo de 0,07 mol L* H,0,,
levando a uma mudanga na cor da mistura de marrom para amarelo. A mistura
foi filtrada e lavada com 250 ml uma solucéo aquosa 0,15 mol L* de HCI. O GO
foi seco durante 12 horas a temperatura ambiente. Finalmente, o sélido foi
redisperso em agua Milli-Q, utilizando banho de ultrassom por 30 min.
Centrifugacao (4000 rpm por 5 min) foi utilizada na remocéo do material ndo
esfoliado. A solugcdo sobrenadante foi coletada e teve sua concentracéo
determinada para ser utilizada como solucdo estoque. O 6xido de grafeno
reduzido (rGO) foi preparado a partir da reducdo do GO, utilizando um
ultrassom de ponta (Branson Digital Sonifier 450). Na sintese, uma dispersao de

GO (40 mL) com uma concentragéo de 0,1 mg mL* foi preparada e 0,56x10
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mol L de Acido Ascorbico foi adicionada & dispers&o. A solucéo foi levada ao
ultrassom de ponta por 25 minutos (5 KHz). A concentracdo do 6xido de grafeno
reduzido (solucdo anidnica) foi de 0,1 g L. As substancias foram escolhidas
devido a sua carga, (a qual pode ser comprovada através do potencial zeta) e
suas caracteristicas condutoras. As Nanoparticulas de prata foram obtidas
segundo [38] e colaboradores adaptada, utilizando borohidreto de s6dio (como
agente redutor) e citrato de sédio. Os filmes foram elaborados utilizando a
técnica de LbL, segundo Corréa e colaboradores [39]. Foram elaboradas 6

diferentes arquiteturas sob os eletrodos interdigitados de ouro utilizados:

PAH/rGO/PANI/CuTsPc, PAH/rGO/PAH/CuTsPc,
PANI/AgNPs/PANI/CuTsPc, PANI/CuTsPc, PAH/CuTsPc,
PAH/AgNPs/PAH/CuTsPc.

Foram elaborados 4 eletrodos, contendo 2 tetracamadas, as quais Sao
compostas por 2 policdtions e 2 polianions intercalados cada tetracamada
(PAH/rGO/PANI/CuTsPc, PAH/rGO/PAH/CuTsPc,
PANI/AgNPs/PANI/CuTsPc e PAH/AgNPs/PAH/CuTsPc). Outros 2 eletrodos
foram elaborados contendo 4 bicamadas, nas quais cada bicamada é composta
por um polianion e um polication (PANI/CuTsPc e PAH/CuTsPc). No entanto,
para a avaliacdo do crescimento foram feitas 4 tetracamadas e 8 bicamadas,

respectivamente.

2.4 Caracterizacao das Solugdes

A caracterizagdo morfoldgica das nanoparticulas de prata foi feita
utilizando a Microscopia Eletrénica de Varredura com Emissdo de Campo
(MEV-FEG), usando o equipamento JEOL-JSM 6701F [40], com o objetivo de
avaliar a morfologia e o tamanho das particulas. As solucdes, tanto para 0 MEV-

FEG quanto para o FTIR, foram depositadas por drop-casting sob laminas de
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silicio limpas. A analise de FTIR foi feita utilizando o equipamento do modelo
Vector 22 na regido espectral de 4000 a 400 cm™ e com resolucdo espectral de 4
cm [33]. A presenca de cargas superficiais foi feita utilizando a anélise de
potencial zeta, as medidas foram feitas utilizando-se um equipamento Malverne
3000 Zetasizer NanoZS, (Malverne Instruments, UK). Foram realizadas duas

medidas de cada suspensao.

2.5 Caracterizagao dos Filmes nanoestruturados dos eletrodos

O crescimento dos filmes foi monitorado utilizando a espectroscopia de
UV-vis, segundo [41], no qual foi utilizado o equipamento UV-vis Shimadzu
1800, onde foi feita a varredura entre 400 e 800 nm. Para a avaliacdo do
crescimento dos filmes, as medidas foram feitas utilizando laminas de vidro. As
propriedades elétricas dos eletrodos foram avaliadas utilizando o equipamento
analisador de impedancia, modelo 1260 A, Solartron, UK. O crescimento dos
filmes é um fator importante que deve ser monitorado na elaboragdo de um
sensor. O monitoramento pode ser feito através do aumento da intensidade de
absorbéncia dos filmes a medida que novas camadas sdo depositadas. Assim, é
possivel garantir a formacdo dos filmes e, consequentemente, verificar a

reprodutibilidade do processo [42].

2.6 Aplicacéo dos realcadores de sabor e do cloreto de sodio na Lingua
Eletronica

Os realcadores de sabor utilizados foram: Glutamato Monossodico,
Inosinato Dissédico, e uma mistura 1:1 (50% m/m) de guanilato dissédico com
inosinato dissddico, as solugdes que estao representadas na Tabela 1 a seguir.

As concentragdes foram determinadas segundo as instrucdes

fornecidas pela AJINOMOTO, considerando a utilizagdo de uma porcdo de
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caldo em cubo diluido em 250 ml de 4gua. J& a concentracdo de cloreto de sddio,

utilizada no presente trabalho é 4x10“mol L, a qual foi determinada baseando-
se no Manual técnico da ANVISA de 2016 para caldo em cubo diluido [2].

Tabela 1: Concentragdes de realcadores de sabor.

Concentraces de realcadores de sabor

Glutamato Guanilato Dissodico Inosinato Dissodico
Monossodico /Inosinato Dissodico (mol LY)
(mol L) (mol L)
C1 3,54x10* 5 x10* 1,01x10*
Cc2 3,54x 1010 5x 1010 1,01x 102°
C3 1x10° 1x10°% 1x10°%
C4 1x10 1x10° 1x10°
C5 1x10°° 1x10°° 1x10°°
C6 1x 1012 1x 1022 1x 1022

As medidas na lingua Eletronica foram feitas usando seis unidades

sensoriais conectadas aos canais para as leituras, as quais foram feitas em

triplicata utilizando os softwares Z plot2.6 e Zview 2.6. Os dados foram

coletados a partir das medidas de resisténcia em funcdo da frequéncia de 10 Hz a

1 MHz, utilizando uma tensdo aplicada de 50 mV e potencial fixo[33].

A caracterizacdo, a elaboracdo e a aplicacdo do conjunto de unidades

sensoriais foram feitas no Laboratério Nacional de Nanotecnologia para o
Agronegdcio (LNNA), Embrapa Instrumentagdo (CNPDIA).

3 ANALISE DE DADOS

Os dados de resisténcias foram coletadas na frequéncia de 1kHz

escolhida, pois as medidas feitas em frequéncias menores sdo referentes ao
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efeito dupla camada, ja as medidas feitas posteriormente sdo decorrentes da
geometria do eletrodo[43].

Os dados foram centrados na média que consiste de um pré-
processamento, que consiste em calcular a média dos dados e subtrair dos dados
reais[44], os quais foram posteriormente analisados utilizando a Analise de
Componentes Principais (PCA), fazendo uso do software Chemoface [45]. As
matrizes foram organizadas da seguinte forma: sendo os realgadores as linhas, e
os eletrodos as colunas. Essa analise consiste em reduzir um conjunto grande de
dados através de combinagdes lineares [46]. Para o agrupamento dos dados, foi
utilizada a Andlise estatistica de Agrupamento (ou Analise de Cluster), a qual
consiste em agrupar o0 PCA de acordo com a distancia Euclidiana, além do

programa Chemoface [45].

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacéo dos filmes e das solugdes

A Figura 1 representa os espectros de UV-VIS dos filmes contendo as
tetracamadas, ja a Figura 2 apresenta os espectros dos filmes contendo as
bicamadas. Cada curva colorida representa uma tetracamada (Figura 1) e uma
bicamada (Figura 2), ou seja, em todos o0s espectros podemos observar que
houve um aumento da intensidade da absorbancia e, consequentemente, 0
crescimento do filme. Em todas as curvas, podemos observar a presenga das
bandas Q localizadas em 613 e 694 nm. Segundo [47] e [48] apud [49], duas
bandas em cerca de 620 e 690 nm, as quais correspondem as espécies diméricas
e monoméricas, respectivamente. Ainda conforme [49], a intensidade da
absorbancia aumenta linearmente com o nlmero de bicamadas, indicando um
crescimento regular. As regressoes foram feitas utilizando os valores obtidos de

absorbancia no comprimento de onda de 613 nm, pico mais intenso referente a
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absorbancia na regido da luz visivel da Ftalocianina Tetrassulfonada de cobre,
complexo presente em todos os filmes. Observa-se que o crescimento foi linear e
positivo, ou seja, houve um aumento da massa adsorvida em relacdo a
guantidade de tetracamandas e as bicamadas para todos os filmes. As
intensidades sdo diferentes devido a diferenca das arquiteturas de cada eletrodo,
visto que a massa adsorvida varia de acordo com a quantidade de carga de cada
material, as quais podemos observar através do potencial zeta (Tabela 2). O
crescimento dos filmes é importante, pois a quantidade e o tipo de material
depositado alteram as propriedades elétricas dos eletrodos, como, por exemplo, a

resisténcia.

Figura 1 - Espectro UV-VIS dos filmes de 1 a 4 tetracamadas de
(PAH/rGO/PANI/CuTsPc) (A); (PAH/rGO/PAH/CuTsPc) (C);
(PANI/AgNPs/PANI/CuTsPc) (E) e (PAH/AgNPs/PAH/CuTsPc) (G). Respectivas
curvas de crescimento dos filmes em (B); (D); (F) e (H).
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Figura 2- Espectro UV-VIS (PANI/CuTsPc) de 1 a 8 bicamadas (A); Curva de
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crescimento dos filmes do eletrodo (B); Espectro UV-VIS (PAH/CuTsPc) de 1a 8
bicamadas (C) e Curva crescimento dos filmes (PAH/CuTsPc) (D).
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A Tabela 2 a seguir apresenta os dados do potencial zeta das
substancias, as quais foram utilizadas na elaboragéo dos sensores.

Tabela 2. Potencial Zeta das substancias

Material Potencial Zeta (mV)
Ftalocianina Tetrassulfonada de Cobre -52,05+0,49
Nanoparticulas de Prata -39,35+1,2
Oxido de Grafeno Reduzido -35,05+0,91
PANI +30,7+0,09
PAH +15+1,27

E possivel observar que as Nanoparticulas de prata, o Oxido de
grafeno reduzido e a Ftalocianina Tetrassulfonada de Cobre apresentaram cargas
negativas. J& a PANI e a PAH apresentaram-se com carga positiva. A presenca
dessas cargas é essencial para a formacdo dos filmes LbL através de ligagdes

intermoleculares entre substancias de carga negativa e positiva intercaladas. E
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possivel observar que, entre os filmes contendo bicamadas (PAH/CuTsPc) e
(PANI/ CuTsPc), o filme contendo PANI apresentou uma maior intensidade em
seu crescimento (como podemos observar atraveés do pico de absorbancia da
ftalocianina na andlise de UV-VIS). Mesmo estando com uma concentracdo
inferior ao da PAH, a diferenca pode ser justificada devido ao fato da PAH ser
um polieletrolito fraco, diferente da PANI.

No espectro, podemos observar as principais ligacbes presentes nas
substancias: PANI (estado sal esmeraldina), PAH, éxido de grafeno reduzido,
Nanoparticulas de prata e Ftalocianina Tetrassulfonada de Cobre. A andlise para
a identificagdo de ligagcBes quimicas presentes nas substancias é de grande
importancia para a formacdo dos filmes por LbL, visto que a presenca de
determinadas ligacGes pode ocasionar ou ndo a formacéo dos filmes. A Figura 3
(a) apresenta o espectro da PANI no estado sal esmeraldina, ou seja, no estado
condutor. A banda localizada em 1583 cm™ representa a ligagdo C=C do anel
quinodide, assim como em 1446 representa também a ligacdo C=C do anel
benzéide. J& as bandas 1309 e 1133 cm™ representam a ligacdo C-N, do anel
benzéide e quinoide, respectivamente [50]. Segundo Mattoso e colaboradores, a
PANI em seu estado condutor ¢ composta por anéis benzoides e quindides
alternados [32].

A figura 3b apresenta o espectro do éxido de grafeno reduzido, no qual a
banda localizada em 1753 cm™ é proveniente da ligagdo C=0 segundo [51],
essa ligagdo devido & presenca de &cido ascorbico residual proveniente da
reducdo. Ja a ligacdo localizada em 1593 cm™ representa a ligagdo C=C; no
entanto, significa que a solucdo ndo foi completamente reduzida [33] e,
consequentemente, alterando as suas propriedades elétricas. O espectro da
Ftalocianina Tetrassulfonada de cobre (Figura 3c) apresenta a banda localizada
em 1628 cm™? que representa a ligacdo C=C dos anéis benzeno presentes no

complexo. As bandas localizadas em 1191 cm™, 1120 cm*(deformagéo angular
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da ligagdo S=0),1040 cm™ [52,35] representa a ligagdo SO5. A banda 720 cm™?
é responsavel pela deformacdo fora do plano referente a ligacdo C-H do anel
benzeno [53]. A banda localizada em 1335 cm™ é referente a ligagdo C-N, que
corresponde ao grupo amina presente no complexo [49]. Na Figura 3d representa
0 espectro do polimero PAH, no qual a ligacdo localizada em 1615 cm?,
corresponde a ligagdo do NH; [54]. A banda localizada em 3420 cm™ apresenta
a ligacdo NHs*, principal cation responsavel pela caracteristica catidnica do
polimero. A figura 3e apresenta o espectro da Nanoparticula de prata, a banda
1392 cm™ representa o alongamento vibracional da ligagdo N=O, composto
nitrato resultante da sintese [55].

A presenca de ligacbes do agrupamento S=O na ftalocianina
Tetrassulfonada de cobre sdo os responsaveis pela formagdo do ion SO 3 Esse
fon se liga aos Cations NHs* presentes na PANI e na PAH, através de ligacBes
intermoleculares, o que justifica a formagéo dos filmes. Ja o 6xido de grafeno,
em seu estado reduzido, possui cargas negativas, as quais sdo capazes de
interagir com as aminas presentes na PANI e na PAH. E possivel confirmar a
reducdo do Oxido de grafeno através das ligagdes provenientes do acido
ascorbico. J& as Nanoparticulas de prata, podemos observar que ha a presenca de
substancias resultantes da sintese. A presenca das Nanoparticulas pode ser
confirmada através da caracterizacdo morfoldgica, bem como o seu tamanho. A
presenca das cargas negativas e positivas provenientes dessas ligacGes sao
apresentadas pela técnica de caracterizagdo Potencial Zeta.

A presenca dessas ligagdes é responsavel pela formagdo dos filmes,
visto que, na técnica Layer By Layer aplicada na formag&o dos mesmos, é feito
um intercalamento entre os polidnions e os polications, sendo assim, 0

crescimento dos filmes através das interacOes eletrostaticas.
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Figura 3 - Espectros de FTIR a) PANI b) 6xido de grafeno reduzido c) CuTsPc d) PAH

e) AgNPs.
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A Figura 4 apresenta a imagem das Nanoparticulas de prata, as quais

sdo apresentadas através dos pontos luminosos arredondados. As aglomeracdes

mais escuras apresentadas na figura sdo residuos provenientes da sintese tais

como o Borohidreto de sodio e o Citrato de sédio. As Nanoparticulas de prata

apresentaram tamanho médio de 25nm. Segundo [56] sdo chamadas

“Nanoparticulas aquelas que possuem tamanho entre 1 e 100 nm” [56]. Com

reducdo do tamanho da particula, hd o aumento da area superficial existente, e

consequentemente um aumento da condutividade elétrica, melhorando, assim, o

desempenho do sensor [57].
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Figura 4 - MEV-FEG das Nanoparticulas de prata

A Figura 5 apresenta o grafico das resisténcias dos eletrodos em
relacdo ao tampéo fosfato pH 7, aos real¢adores de sabor e do Cloreto de Sodio.
E possivel observar que houve diferenca entre os eletrodos, ou seja, cada
realcador interagiu de uma forma diferente nos filmes presentes na superficie de
cada eletrodo. A alteracdo da resisténcia é causada devido a essa interacdo entre
o0 analito e o filme. No entanto, no eletrodo contendo PANI/CuTsPc, o cloreto de
sodio e o glutamato monossédico apresentaram-se semelhantes, o que significa
que ambos interagem da mesma forma com o filme nanométrico.
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Figura 5 - Gréafico da resisténcia dos eletrodos para cada realgador de sabor.
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4.2 Medidas na Lingua Eletrdnica

As medidas, na Lingua Eletrénica, foram feitas ap6s o preparo dos
filmes nos eletrodos interdigitados, os quais sofrem alteragbes em suas
propriedades elétricas de acordo com o tipo de material usado na formacéo do
filme, conforme podemos observar na figura 6. A figura 6 apresenta a Analise de
Componentes Principais referente as concentragfes das solugdes de glutamato
em relacdo aos diferentes sensores desenvolvidos. Cerca de 98,4 % da
variabilidade foi justificada através da somatoéria do PC1 e PC2. Conforme
apresentado pela figura, é possivel observar que houve o agrupamento dos
eletrodos, o que significa que houve a repetibilidade, visto que as repeticGes
estdo proximas. Observa-se que o conjunto de sensores foi capaz de identificar o
gosto umami e o gosto salgado, além de diferenciar as concentracdes do
Glutamato monossédico. Pela analise de agrupamento (figura 7), foi possivel

separar o PCA em 3 grupos, observa-se que os grupos foram separados de
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acordo com a sua concentracio. E possivel observar que a concentragio
3,54x10* mol L* do glutamato apresenta-se no mesmo grupo que o NaCl, além
de estar muito proximo em relacdo ao componente principal 1, o qual justifica
cerca de 71,50% da variabilidade dos dados. As concentracdes 10 mol L?, 10
mol L* e 10° mol Ltapresentam-se préximas, pois elas sdo semelhantes, assim
como as concentragdes 3,54x10° mol L e 1x10'2 mol L*. Segundo os
resultados apresentados pela Lingua Eletrdnica para o Glutamato monossédico,
a concentracdo ideal é a 3,54x10* mol L, visto que é a concentragdo que mais

se assemelha ao cloreto de s6dio no PCA.

Figura 6 - PCA do Cloreto de sddio e de todas as concentragdes do Glutamato
. monossodico.
x10°

4
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Figura 7 - Dendrograma do Glutamato monossddico (R1) em relagdo ao Cloreto de
Sédio.
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Legenda: R11: Glutamato monossodico concentracdo 3,54x10*M ; R12: Glutamato
monossadico concentragdo 3,54x1071° M;R13: Glutamato monossddico concentragédo 1
%10 M; R14: Glutamato monossddico concentragdo 1 x10 M; R15: Glutamato
monossodico concentragdo 1 x10° M; R16: Glutamato monossédico concentragéo 1 x10°
12 M.

Na figura 8, temos o PCA do Cloreto de sodio e de todas as
concentragdes do Inosinato Dissddico com o Guanilato Dissodico, a qual 98,40
% da variabilidade foi justificada através do PC1 e PC 2. Foi possivel separar
em 3 grupos (segundo a analise de agrupamentos na figura 9), os quais observa-
se que o conjunto de sensores foi capaz de identificar o gosto umami,
proveniente da mistura do inosinato com o guanilato, além de diferenciar as
concentrag@es. E possivel observar que a concentragdo 1x10- mol L apresenta-

se mais proximo do NaCl, em relacdo ao componente principal 1, o qual justifica
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cerca de 96,27% da variabilidade dos dados. Porém, a concentragdo 5x10* mol
L*(concentracdo indicada pelo fornecedor para caldos) apresenta-se muito
proxima ao NaCl em relacdo ao PC2. Para a mistura Inosinato Dissddico e
Guanilato Dissddico, a concentracdo ideal para substituir o cloreto de sédio,

seria a concentragdo 1x10°3M.

Figura 8 - PCA do Cloreto de sddio e de todas as concentragdes do Inosinato Dissddico
com o Guanilato Dissddico.
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Figura 9 - Dendrograma do Inosinato dissddico com o Guanilato Dissddico em relagéo
ao Cloreto de Sodio.
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Legenda: R21: Inosinato dissédico com o Guanilato Dissédico concentragdo 5x104M;
R22: Inosinato dissddico com o Guanilato Dissodico concentragéo 5x102° M; R23:
Inosinato dissodico com o Guanilato Dissédico concentragdo 1 x10-3 M; R24: Inosinato
dissodico com o Guanilato Dissédico concentragdo 1 x10® M; R25: Inosinato dissddico
com o Guanilato Dissddico concentragdo 1 x10-° M; R26: Inosinato dissodico com o
Guanilato Dissodico concentragdo 1 x102M

Figura 10 - PCA do Cloreto de sédio e de todas as concentragdes do Inosinato Dissddico
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Figura 11 - Dendrograma do Inosinato dissodico em relagdo ao Cloreto de Sddio.
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Legenda: R31: Inosinato dissédico concentragdo 1,01x10*M; R32: Inosinato
dissodico concentragdo 1,01x10-1° M; R33: Inosinato dissddico concentragdo 1 x103 M;
R34: Inosinato dissddico concentragdo 1 x10% M; R35: Inosinato dissddico concentragio
1 x10° M; R36: Inosinato dissddico concentragdo 1 X102 M.

Foi observado que a figura 10 apresenta 0 PCA do Cloreto de sddio e de
todas as concentragdes do Inosinato Dissodico, na qual 99,56 % da variabilidade
foi justificada através do PC1 e PC 2, além de apresentar o PCA referente as
concentra¢des do Inosinato Dissodico. Foi possivel dividir o PCA em 2 grupos
(segundo a analise de agrupamentos na figura 11), sendo um grupo com as 4
concentragcdes menores (1x10° M,1x10°M, 1,01x10°M, 1x10*2M) e outro
grupo com as concentragdes maiores (1,01x10*M e 1x103M). Observa-se que
as concentracdes que mais se aproximaram do cloreto de sodio foram as
concentragbes 1,01x10“*M e 1x10°M. Porém, tratando-se do Inosinato
Dissodico, a concentracdo 1,01x10“*M é a mais indicada para atuar como

substituto do cloreto de sodio.
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Yang e colaboradores (2013) em seu trabalho avaliaram o glutamato, o
inosinato e o inosinato com o guanilato, utilizando a lingua eletrénica comercial,
na qual as concentracGes avaliadas foram de 0,5%, 0,05% e 0,005%. O presente
trabalho apresentou maior eficiéncia, devido a capacidade de detectar

concentracdes inferiores ao trabalho ja publicado com sensores comerciais [58].

5 Conclusao

E possivel observar que houve o crescimento dos filmes através da
andlise de UV-VIS, devido & presenca e a interagdo de cargas negativas e
positivas, as quais foram confirmadas pelas analises de FTIR e Potencial Zeta,
bem como as caracterizacdes morfoldgicas. O conjunto de eletrodos apresentou-
se eficiente na identificacdo dos realcadores de sabor e do cloreto de Sodio em
altas e baixas concentragdes. Podemos observar, desse modo, a afinidade dos
realcadores pelas arquiteturas elaboradas, sendo possivel ser utilizado como uma

ferramenta para a analise em industrias alimenticias.
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