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(57) Resumo: FOTOMETRO PORTATIL ASSOCIADO ARESSONANCIA LOCALIZADA DE PLASMONDE SUPERFICIE(LSPR)
DE NANOPARTICULAS DE PRATA APLICADO NAQUALIFICAGAO DE ACUCAR CRISTAL NAO SULFITADO. Apresento
patente de invencéo do fotdmetro portéatil associado a ressonéancia localizada de plasmon de superficie (LSPR) de nanoparticulas
de prata (NpAg), aplicado na qualificacé@o de agucar cristal ndo sulfitado, € um dispositivo que utiliza um sistema optoeletrénico
composto por diodo emissor de 468 nm, camara porta-cubeta, fotocélula de silicio amorfo e microcontrolador que interpreta o
sinal elétrico digital (ADC) a partir da plataforma sensora. Nesta plataforma, o hidroxido de s6dio é posto a reagir com nitrato de
prata e solugdo de aglcar e assim os monossacarideos, produtos de clivagem da ligagdo glicosidica da molécula de sacarose,
reduzem quimicamente o Ag+ a Ag0. As NpAg resultantes desta sintese funcionam como nanossensores que geram sinais de
absorbancia possiveis de serem medidos e convertidos a ADC, sem precedentes para esta aplicacdo enquanto sistema
classificador de aguUcar cristal comercial nédo sulfitado.
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FOTOMETRO PORTATIL ASSOCIADO A RESSONANCIA LOCALIZADA DE
PLASMON DE SUPERFICIE (LSPR) DE NANOPARTICULAS DE PRATA

APLICADO NA QUALIFICACAO DE ACUCAR CRISTAL NAO SULFITADO

CAMPO DE APLICACAO

[01] A invencdo refere-se a dispositivo fotométrico portatii com software
embarcado, o qual, com base na ressonéancia localizada de plasmon de
superficie (LSPR), permite qualificar acucar cristal ndo sulfitado em
conformidade com regulamento técnico estabelecido pela instru¢cdo normativa n°
47 do MAPA no ano 2018. O dispositivo possui um sistema éptico composto por
diodo emissor de 468 nm, uma camara porta-cubeta, uma plataforma sensora
formada por nanoparticulas de prata (NpAg) e fotocécula de silicio amorfo. Pode
ser aplicavel no controle de qualidade do agucar cristal ndo sulfitado por
industrias e por 6rgdos competentes, como ferramenta de resposta qualitativa

rapida e precisa contra fraudes e adulteracfes de produto.
FUNDO RELEVANTE

[02] O agucar néo sulfitado comercializado em todo o mundo é apresentado em
sua forma cristalina, com disposi¢cdo final em pacotes ou sacos de pesos
variaveis. No Brasil, o regulamento técnico do acucar, conforme a instrucdo
normativa n°47 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
aplica-se ao acucar obtido a partir da cana-de-agucar pertencente as cultivares
provenientes da espécie Saccharum officinarum L. através de processos
adequados, constituido por cristais, com excec¢do do acucar liquido. Este
regulamento objetiva a classificagdo do agucar para consumo humano direto e

garantir sua condicao padronizada, conforme parametros estabelecidos em seus
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artigos preliminares. Pode-se destacar, dentre estes, a legislacao especifica da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) quanto a presenca de
matérias estranhas indicativas de riscos a saude humana e matérias estranhas

indicativas de falhas de boas préticas de fabricacao (BPF).

[03] O conteudo do pacote de acucar podera sofrer substituicdes intencionais ou
mesmo adultera¢ges configurando uma fraude alimentar, j& que ndo é dificil
encontrar materiais xaroposas, méis, melagos e/ou acgucares de menor valor
comercial para compor a massa interna do pacote. A fraude traduz a intengéo de
procurar uma vantagem indevida, patrimonial ou ndo. A literatura técnica define
fraude de alimento como qualquer substituicdo, adicdo, adulteracdo ou
falsificacédo de alimentos, ingredientes alimentares ou embalagens de alimentos

para ganho econémico.

[04] A agéncia federal do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos
Estados Unidos, conhecida como FDA, denomina fraude como adulteracao
economicamente motivada. O Codigo Penal Brasileiro, no artigo 171, prevé
diversas modalidades de fraude, comparaveis ao estelionato. A Iniciativa Global
em Seguranca do Alimento (GFSI) ratifica diversos protocolos de normas de
certificacdo em Sistemas de Gestdao em Seguranca do Alimento (SGSA) contra
fraudes. Dentre eles, a Certificagdo em Sistemas para Seguranc¢a do Alimento
22000 (FSSC 22000) que em sua versdo 4.1 de 2018 ja apresenta requisito
adicional objetivando prevencéo de fraudes de alimentos. Empresas fabricantes
de agucar serdo cada vez mais exigidas para atenderem padrdes e regulamentos
sobre fraude, seja no transporte, transagdes comerciais, rotulagem fraudulenta,
diluicdo ou substituicdo com ingrediente, insumos impuros “non food grade”
adicionado, dentre outros tipos de fraude. Aquelas inddstrias e proprietarios que

misturam acUcares de diferentes especificagbes, por exemplo, de cores
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diferentes, que remontam cargas para substituirem aclUcar de alto valor
agregado por acucar bruto do tipo very high polarization (VHP), que compram
acucar mais barato de usina ndo certificada e embalam em rétulo de empresa
certificada, que ocultam falhas de pontos criticos de controle e decidem vender
0 agucar com risco fisico associado ao invés de reprocessar o produto estdo
sujeitos a pena de reclusdo e multas. A integridade alimentar € a garantia do
consumidor, o qual precisa receber um produto aprimorado, livre de falsificacdes
por substancias aromatizantes, corantes, agentes invulgares e mesmo nao-
acucares (areia branca e areia marrom, por exemplo, com cor, granulometria e
densidades bastante semelhantes as do alimento, possiveis de serem

incorporados propositalmente no produto fraudado).

[05] A fim de reduzir a vulnerabilidade a fraude alimentar sdo utilizadas diversas
técnicas analiticas. O método de detecc¢do de fraude a ser selecionado vai variar
com condi¢des especificas do alimento. Para avaliacdo de vulnerabilidade e
prevencao contra fraude de acUcar cristal comercial deve ser aplicada, segundo
a IN 47/MAPA, a andlise de cinzas condutimétricas: o teor de cinzas em uma
amostra determinada pela medida da condutividade elétrica de uma solucao
aguosa da amostra de concentracédo conhecida, expressa em porcentagem (%);
a cor ICUMSA: a cor de uma solucdo de acucar em concentracbes e pH
definidos, cuja absorbancia é medida em 420 nm (quatrocentos e vinte
nandmetros), expressa em unidades ICUMSA,; a polarizacdo: a quantidade de
sacarose aparente medida por polarimetria, em condicdes padronizadas,
utilizando o peso normal de 26,00 g (vinte e seis gramas) em 100 ml (cem
mililitros) de agua a 20°C (vinte graus Celsius), e expressa em °Z (grau Zucker);
0S pontos pretos: as particulas visiveis de coloracdo contrastantes com a dos

cristais de acucar podendo ser provenientes de acucar caramelizado, agucar
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carbonizado, fuligem, fagulhas da queima de cana, fibras da cana ou residuos
de incrustacdo dos equipamentos, expressas em numero de pontos pretos por
100g (cem gramas); a umidade: o teor de &gua livre encontrada no produto,
medida por aquecimento a 105°C (cento e cinco graus Celsius), sendo expressa
em gramas por 100g (cem gramas) do produto. Outras técnicas comuns no setor
sucroenergético determinam acucares na industria alimenticia por refratometria
manual, visto que é uma técnica barata e rapida. Existem os métodos que fazem
uso da hidrolise tornando a andlise demorada, ndo sendo adequadas para
determinacdes que necessitam de frequéncia, mas surgem como alternativa em
casos de falta de equipamentos ou recursos laboratoriais. J& a titulometria
mostra-se uma técnica rapida para analise qualitativa, porém € menos precisa
para analise quantitativa. Também se recorre aos dispositivos analiticos
baseados em biossensores compostos por um transdutor elétrico, elementos
para acondicionamento e um processador de sinal. Além de possuirem uma
substancia, como uma enzima ou anticorpo, que possibilita a medicéo seletiva
de outra substancia. As naturezas de sensoriamento variam entre eletroquimicos
(aplicado no monitoramento de glicose), Opticos, piezoelétricos e termométricos.
Podem atuar tanto na industria de alimentos, focando na garantia da seguranca
alimentar e analise de contaminantes, quanto no setor da saude, principalmente
na medida de glicose no sangue humano, no controle do meio ambiente, como
na quantificacdo de toxinas em agua e pesticidas agricolas. Para
caracterizacfes mais exigentes do material, seja agucar redutor ou ndo-redutor,
pode-se recorrer a técnicas mais completas porém menos usuais e de maior
custo, sdo a ressonancia magnética nuclear (RMN), microscopia eletrbnica de
varredura (microestrutura dos cristais), cromatografia liquida de alto

desempenho (HPLC) (presenca de cromoforos especificos), cromatografia em
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fase gasosa, espectroscopia de massas (ex. avaliando is6topos de oxigénio 16
e 18), LC/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas) e

espectroscopia de infravermelho.

[06] A demanda especifica para testes qualitativos do acgulcar classe cristal bruto
tipo demerara, também conhecido como “brown sugar”, foi motivada por uma
redefinicdo de classificacdo do MAPA, uma vez que passou a regulamentar o
acucar em funcdo dos seus requisitos de identidade e qualidade. Também
devido ao alto valor agregado deste produto diante de outros acucares
comerciais e 0 risco que os fabricantes genuinos e tradicionais do acucar
demerara correm quanto a possibilidade de fraudes do conteudo. No dia-a-dia
sdo utilizados equipamentos e métodos oficiais/tradicionais, os quais séo, na
maioria das vezes, dispendiosos, laboriosos, pouco praticos, consomem energia
elétrica de toda a estrutura do laboratério, utilizam recursos como agua e
reagentes quimicos. Faz-se necessaria uma tecnologia de baixo custo, robusta,
precisa e especifica, que possa se adaptar as propriedades da amostra de
acucar em questdo. Nesta invencao foi possivel desenvolver um nanossensor
com resposta rapida e especifica para acucar cristal demerara e acopla-lo a um

dispositivo fotométrico portatil. (Reivindicagdo [01]).

[07] O setor sucroenergético tem avancado significativamente com relacdo a
pesquisa e a aplicacdo de tecnologias de ponta em eletrdnica e automacéo. A
fotometria tem sido importante para esse avanco ao incluir técnicas de
monitoramento por infravermelho préximo (NIR) nas linhas de produgéo. A
utilizacdo de HPLC em laboratorios para analise de teor de sacarose na entrada
da matéria-prima cana-de-acuUcar nas fabricas € outro exemplo de evolugdo
pratica. Ultimamente, mesmo de modo incipiente, avangos com O

desenvolvimento de nano-materiais a partir de bagago de cana, bem como a
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sintese de nanoestruturas por rotas de quimica verde resulta em abordagens de
aspectos opticos que sado relevantes na andlise fisico-quimica, na classificacéo
de aclcares comerciais, na detec¢cdo de fraude alimentar e no monitoramento
de indices e caracteristicas do processo fabril. Dentre os nanomateriais, as
nanoparticulas metélicas apresentam propriedade Optica Unica chamada
ressonancia localizada de plasmon de superficie (LSPR), que surge a partir da
absorcdo da luz que leva a oscilacdo dos elétrons livres no metal. Esta
caracteristica torna as nanoparticulas metédlicas bastante adequadas para
funcionar como plataformas em nanoescala para biossensoriamento e ensaios
qualitativos. Nesta invencao foi possivel desenvolver uma abordagem onde o
proprio acucar ndo sulfitado reduz quimicamente a prata metdlica, que se agrupa
formando nanoparticulas de prata (NpAg) e nesse momento detecta-se o sinal
plasmonico estavel (Reivindicacao [03]). Isso foi possivel devido aos estudos de
estabilidade coloidal desta invencao, os quais investigaram a influéncia do teor
de cinzas condutimétricas presentes em acucares. Para o agUcar classificado
como demerara a condi¢ao de alto teor de cinzas foi identificada como inerente
para garantir a estabilidade da suspensao coloidal formada e assim inspirar um
nanossensor baseado em reducdo quimica, funcionando em comprimento de
onda de 468 nm. A NpAg formada é capaz de qualificar cada tipo de acucar e
também identificar casos de fraude alimentar. Percebe-se que o sinal plasmonico

possui parametros Unicos para cada caso.

[08] A sintese convencional de nanoparticulas pode envolver elevado custo, os
quais demandam em geral, a utilizacdo de reagentes que apresentam riscos
potenciais a saude humana e ao meio ambiente. Os riscos de efeitos adversos,
em geral, sdo relacionados ao uso de compostos que atuam como precursores,

redutores e estabilizantes. Exemplos de agentes utilizados para a reducéo de
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ions de prata Ag* em solugdo aquosa ou hdo aquosa, organicos e inorganicos,
sdo o borohidreto de sédio, citrato de sédio, ascorbato de sodio, reagente de
Tollens e polietilenoglicol. Os agentes de tamponamento também sdo usados
para controle do tamanho e estabilizacdo das nanoparticulas. Uma das
vantagens destes métodos convencionais € que uma grande quantidade de
nanoparticulas pode ser sintetizada em curto espaco de tempo. Na producéo de
NpAg através de biossintese, busca-se o desenvolvimento e utilizacdo de
processos compativeis ambientalmente. A biossintese pode ser definida como
um grupo de métodos de sintese que envolve abordagens baseadas em
entidades bioldgicas unicelulares e pluricelulares, tais como actinomicetos,
bactérias, virus e leveduras. Por exemplo, plantas e seus extratos sdo eficientes
fabricas bioldgicas, sintetizando nanoparticulas de modo relativamente simples
e vantajoso. Em comparacdo com microorganismos, a sintese em plantas tende
a ser mais rapida, além de ser mais rentavel e relativamente mais facil de
dimensionar a producao de grandes quantidades de nanoestruturas. As diversas
metodologias de sintese de nanoparticulas, mediadas por microorganismos, tém
apresentado dificuldades para garantir condic6es assépticas. Para o caso das
NpAg, a utilizacdo de extratos vegetais apresenta vantagens sobre o0s
microorganismos pois minimiza riscos biolégicos e evita processos elaborados
de manutencdo de culturas celulares. E importante que a plataforma para
sinteses esteja livre de quimicos toxicos, fornegca agentes de cobertura naturais
para a estabilizagdo das NpAg. Além disso, o custo com o isolamento de
microorganismos e seus meios de cultura € mais alto que aqueles com a
preparacdo e uso de extratos vegetais. A maior parte dos protocolos ja
publicados lidam com a sintese quimica do NpAg envolvendo alta pressao,

temperatura, energia e habilidades técnicas diversas. Assim, métodos que
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envolvam condigfes mais amenas e amigaveis ao meio ambiente s&o
necessarios atualmente e vem sendo desenvolvidos. E o caso do uso de glicidios
com acucares redutores de ions metélicos. Por exemplo, pesquisadores
desenvolveram um meétodo simples e eficiente em termos de consumo de
energia elétrica necessaria a sintese. As NpAg foram sintetizadas na presenca
de luz solar, usando acucar branco e nitrato de prata (AgNO3) e hidroxido de
sédio (NaOH). Essas nanoparticulas foram caracterizadas por espectroscopia
UV-vis, Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), analise e
rastreamento de nanoparticulas (NTA) e microscopia eletrénica de transmissao
(MET). A formagao de NpAg foi confirmada pela mudanca na cor da mistura de
reacdo de incolor para amarelo, ap0s o tratamento com AgNOs. A
espectroscopia UV-vis mostrou pico a 409 nm e NpAg de diametro entre 15 a 30
nm. O FTIR mostrou a presenca de acido glucénico como agente de cobertura,
0 que aumentou a estabilidade no coléide. O MET demonstrou a presenca de
nanoparticulas esféricas na faixa de 10-25 nm. O método confirmou a sintese de
NpAg usando acucar branco, ANO3s como precursor de ions metalicos e NaOH.
O efeito de NaOH na taxa de sintese de NpAg foi estudado. Para alguns autores,
o NaOH participa da reacao, ndo sendo um catalisador genuino. A Figura 2 traz
uma reacao plausivel para a hidrélise de sacarose e consequente formacao de
monossacarideos em meio alcalino. A degradacdo alcalina se inicia com a
clivagem da ligacdo glicosidica da molécula de sacarose resultando em D-
glicose e D-frutose e/ou suas formas ibnicas. Durante a reacdo de oxido-
reducdo, caso o NaOH seja posto a reagir com AgNOs antes da adicdo de
solugdo de sacarose, pode-se formar precipitado de Ag20. Assim como a
temperatura, o pH € um importante fator para a formacéo de nanoparticulas. O

pH alcalino é visto como mais favoravel a formagédo de nanoparticulas do que o
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pH &cido. A precipitacdo em pH &cido pode ocorrer devido a falta de agentes
estabilizantes, devido a diminui¢cdo da velocidade de formacéo e agregacao de
NpAg ja que aumenta a repulséo eletrostatica de anions presentes na solucao.
Sabe-se que balancos estequiométricos baseados em alteragbes de
concentracdes do precursor de dtomos metalicos, durante uma sintese coloidal
de nanoparticulas, predisp6e um aumento gradual das bandas LSPR, bem como

a utilizacdo de atenuadores de acidez dos sistemas coloidais.

[09] Cada cristal de acUcar € Unico para cada fabrica. A cadeia produtiva, desde
a escolha da variedade de cana-de-acucar (CdA), o modo de funcionamento dos
equipamentos e seu contexto de eficiéncia operacional irdo definir o padréo de
cristalizacdo da sacarose. A bibliografia disponivel para compreensao da dinamica
da cristalizacdo de sacarose de CdA é conservadora e, dessa forma, apresenta
pontual aprofundamento quanto aos efeitos quénticos e nanoestruturais
envolvidos. Conceitos basicos em fisico-quimica das solucdes, propriedades como
solubilidade, cristalografia do agucar, mecanismos e etapas de cristalizacdo séo
fundamentais no entendimento do funcionamento do mecanismo do invento
apresentado. Todo o0 processo termodinamico, requerido para formar o cristal de
acucar, sera util para entender sua desconstrucao quando em solucéo, através da
oxidacao gradual durante a formacao do nanossensor proposto nesta invengao. O
habito cristalino do cristal de acucar é definido pela taxa relativa de crescimento
das diferentes faces. As taxas podem variar em funcao de diferentes parametros
como a temperatura, a supersaturacdo e a presenca de né&o-acucares.
Pesquisadores, utilizando a técnica de difracdo de néutrons, tornaram possivel
diferenciar a estrutura das diferentes faces do cristal. Um estudo detalhado com
relacéo aos cristais de sacarose o0s classifica na classe esfenoidal de um sistema

monoclinico, que é caracterizado por duas dobras axiais de Unica simetria. A
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morfologia de um cristal depende geralmente das taxas de crescimento para as
diferentes faces cristalograficas. Algumas faces apresentam maiores efeitos
sobre o crescimento, sao aquelas que crescem a velocidades maiores, assim o
crescimento de uma fase particular ser4 governado por um lado, pela natureza
quimica do cristal junto com seus defeitos e por outro pelas condicbes
operacionais. Também é comum observar a presenca de certas substancias que
modificam morfologia e pureza de um cristal. Estes tipos de substancias sao
conhecidos como impurezas. Um exemplo disso sdo as taxas de nucleacdo
primaria heterogénea e secundaria podem ser aumentadas ou diminuidas pela
presenca de alguma particula externa que foi incorporada ao processo de forma
deliberada. As taxas de crescimento das faces estéo relacionadas com a energia
da inclusdo do ion ou molécula as superficies do cristal. Isto significa que a
morfologia pode ser grandemente influenciada por fatores externos como o nivel
de supersaturacéo, temperatura, solvente utilizado e a pureza da solucdo. As
taxas de crescimento das diferentes superficies cristalinas dependem das
condi¢cdes do meio. Como as faces diferentes podem crescer com diferentes
mecanismos, diferentes meios podem influenciar diferentemente as faces do
cristal, levando a obtencéo de diferentes morfologias, devido a adsor¢ao seletiva
de componentes ndo-cristalizantes. A presenca de impurezas, em niveis de parte
por milhdo, pode provocar grande efeito na morfologia do cristal. Quando as
impurezas adsorvem fortemente em uma superficie blogueando os sitios de
crescimento, a taxa de crescimento da superficie diminui. Na maioria dos
sistemas organicos tipicos da industria quimica h4 uma tendéncia maior para
formar agulhas do que nos sistemas inorganicos, mesmo quando a solubilidade
do componente é alta. Essa tendéncia € atribuida a presenca de impurezas

especificas, mecanismos de adesdo por forcas de covaléncia ou razdes
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associadas a arranjos espaciais. Na maioria dos casos, pelo menos uma das
faces dos cristais organicos tem seu crescimento mais lento que os inorganicos.
Especialistas sinalizam para uma grande quantidade de dados referentes as
principais substancias responsaveis pelos efeitos de oligossacarideos,
dextranas, glucose, frutose e compostos inorganicos na morfologia dos cristais.
Ja a taxa de crescimento deve seguir o modelo de trés estagios, onde as
interacdes da solucao, na superficie e na integracdo na estrutura cristalina séo
mais complicadas que na solucao de sacarose pura. A ordem global de reacao
aumenta com o aumento da concentracdo de ndo- acUcares. Na fabricacdo de
acucar, é pratica comum, a inducao da cristalizacdo por semeadura como forma
de se minimizar a nucleacdo secunddria e assim obter-se cristais com uma
distribuicdo granulométrica mais uniforme. E notério para peritos do setor
produtivo de sacarose que a inducéo da nucleacdo pode se dar, basicamente,
de trés maneiras: por espera (‘waiting”), por choque (“shock seeding”), ou
semeadura (“full seeding”). Na inducéo por espera, a solucdo de sacarose é
gradativamente concentrada até atingir a zona labil, aguardando-se neste ponto
0 aparecimento espontaneo dos nucleos. Na indugdo por choque a solucéo é
concentrada até a zona metaestavel ser atingida, para uma supersaturagao,
provocando-se um abaixamento de temperatura mediante um aumento da
intensidade de vacuo, ou a introducdo de pequena quantidade de agua ou
xarope mais frio que a solucdo, aguardando-se o aparecimento de cristais.
Recomenda-se, neste caso, que a supersaturacdo nao ultrapasse o limite da
zona metaestavel para que ndo haja formagédo de aglomerados. Finalmente, o
processo de indugdo mais recomendado, por semeadura. E efetuado

concentrando-se a solugcdo de sacarose introduzindo-se uma suspensao de
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cristais, com um tamanho médio da ordem de 10 um, em isopropanol, etanol ou

glicerina.

[10] Os mecanismos de interacdes molécula-ion tém sido explorados em
diversos campos do conhecimento, desde a biologia celular, & exemplo de
proteinas cotransportadoras de sodio (Na*) até na elucidacéo da fisico-quimica
em suspensdes coloidais. Este invento tem suporte no efeito de ions metalicos,
naturalmente presentes em suspensdes acucaradas preparadas com agucar de
mesa, na estabilizacdo de nanoparticulas de prata (NpAg). Confirma-se com a
literatura cientifica que durante a sintese coloidal de NpAg envoltas por
monossacarideos, estes agem sobre ions de prata reduzindo-os a prata
metdlica. Tal fato deve-se a particularidades dessas moléculas de carboidratos
qguando suspensas, seja relacionado a configuracao eletrbnica, presenca de
carbono anomérico estrutural e/ou disposicdo das hidroxilas nos
monossacarideos. Ou seja, ions diversos ao interagirem com macromoléculas
organicas também influenciam na sintese de NpAg por reducdo glicidica. A
atuacdo das espécies idnicas sobre as moléculas do tipo hexossacarideos de
glicose, frutose, e outras como manose, um epimero da glicose, esta

intimamente ligada a performance de estabilizacdo das NpAg.

[11] Devido ao complexo conjunto de interacbes presentes na suspensdo de
acucar, ativadas por NpAg, ions metalicos, ions ndo-metalicos, macromoléculas
(acucares, aminoacidos, polifenois, etc), € notorio que a diferenca de
polarizagbes entre agucares de mesa cristal branco refinado e cristal bruto
demerara, utilizados na sintese de NpAg, podem influenciar na estabilizacdo
destas, uma vez que as concentracbes (mg/kg) de residuos fendlicos e

aminoacidos, bem como os teores (%) de residuos minerais fixos (cinzas
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condutimétricas) e acucares redutores diferem em pelo menos duas ordens de
grandeza. lons metélicos como Fe*3, Ca*? catalisam reacdes auxiliando na
formacdo de produtos de glicagdo avancada, por exemplo: glicose+proteina,
glicose+lipideo, etc. O efeito de ions metalicos como, Sodio (Na*), Magnésio
(Mg*?), Potassio (K*), Célcio (Ca*?), Zinco (Zn*?), Cobre (Cu*?), Aluminio (AI*3),
na estabilizacdo de NpAg suspensas em meio a ions de 4&tomos diversos como
Cl, P, N, S, Si é especifico para cada composi¢cdo molecular, em meio a
diferentes concentracdes de oligossacarideos, glicopiranoses e frutofuranoses,
maximizada indiretamente por desidratacdo quimica de carboidratos. Neste
contexto, € importante observar que o estado de hidratacdo molecular dos
carboidratos pode determinar condi¢cdes especificas de agregacdo e/ou
aglomeracdo das NpAg e € influenciado pela presenca de anidridos fosforicos
(P20s, ions derivados de acidos ortofosféricos e/ou polifosféricos). Estes podem
transitar e preservar ligagdes entre moléculas, ou hidrolisa-las. Para o caso de
alto grau de ions ortofosféricos, também atuam como agentes tamponantes e
sequestradores de ions polivalentes de metais. A existéncia de ions fosfatos no
ambiente reacional podera interferir na estabilizacdo de NpAg devido a interacdo
destes e ions metdlicos tipicos em suspensdes de acucar de mesa. Pode-se
considerar que os fosfatos sejam oriundos da matéria-prima ou de acido fosforico
adicionado no processo fabril. O acido fosférico, além de tamponar a reagéo
como ja mencionado, promove liga¢cdes entre monossacarideos por mecanismo
de desidratacdo quimica, remove a agua livre e disponibiliza prétons resultando
em uma rede de estabilidade molecular. Acidos fosféricos competem por sitios
de encadeamento de glicose e impedem a formacdo de cadeias organicas
longas. E possivel que a agéo dos fosfatos se repita sobre compostos organicos

(aminoécidos, acidos fendlicos, polifendis e quinonas) em suspensao de agucar
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demerara, minimamente preservados durante a fabricagdo industrial, como

também poderao influenciar na estabilizagdo das NpAg.

[12] Conforme postulado na equacdo de Rasching, a degradacao alcalina da
molécula de sacarose promove o peréxido de hidrogénio a partir da conversao
de glicose a formaldeido seguindo-se a &cido malico. De modo semelhante, a
frutose converte-se a glicoaldeido, glicerol e &cido latico. O controle
estequiométrico e suas transicdes com o tempo sdo previstas no equilibrio
reversivel entre moléculas de monossacarideos através das transformacdes de
Bruyn-Van Ekenstein. Em meio aquoso, a nucleofilicidade das hidroxilas dos
acucares promove a formacdo de ions intermediarios com Ag*. Nesse caso,
fatores estéricos seriam consideraveis devido a presenca prévia de ligacdes de
Van der Walls de presenca de carbonilas oriundas da glicose e da frutose. A
presenca de radicais de enxofre e nitrogénio, também sob condicbes de
Rasching, poderéo desfavorecer a formacdo da rede de estabilidade dos
carboidratos por originar complexos de dionas e sulfonilas os quais antecipam-
se na interacdo molécula-NpAg. O acucar branco comercial (sacarose, 99,97%)
pode apresentar impurezas de enxofre devido ao processo de clarificagdo, no
qual utiliza-se anidrido sulfuroso (SO2) para arraste de corantes naturais e assim
o enxofre pode permanecer fixo ao cristal e tornar-se disponivel em suspenséo
coloidal preparada com acucar branco. J4 o agicar demerara (sacarose, 97,3%),
nao recebe anidrido sulfuroso durante seu processo produtivo, logo néo sofre o
arraste em fluxo contracorrente dentro da coluna preenchida por SO2. Sendo
assim, ndo deveria apresentar impurezas de enxofre no cristal. Entretanto, a
sacarose do agucar demerara conserva teores de enxofre devido a cobertura

natural dos seus cristais por uma camada de mel impregnada de sais minerais e

Petic&o 870190096239, de 26/09/2019, péag. 21/60



15/35

vitaminas remanescentes do solo e da propria cana-de-acUcar, resultando na

disponibilidade destes elementos em sua suspenséo coloidal.
DESCRICAO DA INVENCAO

[13] A seguir, a invencao sera descrita em maiores detalhes. As caracteristicas
e vantagens adicionais deste topico detalhado serdo relevantes para
profissionais e avaliadores. Aspectos peculiares e ndo inclusivos neste contexto
de avaliagcdo serdo aparentes aos peritos no assunto, tendo em conta a
circunscricdo da especificacdo do fotdmetro e o auxilio de elementos
delineadores. Desenhos técnicos, tabelas, gréficos, férmulas, fluxogramas,
fotografias serdo organizados e apresentados em Figuras na secdo breve

descricao das Figuras.

[14] A descricdo a seguir é fornecida para adicionar uma compreenséo
abrangente da presente invencao e os termos e as palavras utilizadas néo se
limitam aos significados bibliograficas. Os detalhes séo especificos para auxiliar
no entendimento do dispositivo. Enquanto a aplicagéo do invento que se segue
seja fundamentada na qualificacdo de acgucar ndo sulfitado com alto teor de
cinzas, um perito na area de estudo pertinente reconhecera que o dispositivo
pode ser bem-sucedido na qualificacdo de uma grande variedade de acucares
comerciais, seja cristal, refinado, amorfo, glacé, VHP e/ou mascavo.

[15] O dispositivo do presente invento é um fotdmetro que trabalha num intervalo
de comprimento de onda do espectro eletromagnético, associado a respectiva
faixa de frequéncia. Os valores apresentados nas leituras referentes a grandezas
fisico-quimicas nao representam plena necessidade de exatiddo, mas os desvios
ou variagdes, incluindo, por exemplo, tolerancias, erro de medicéo, limitacdes de
precisdo de medicdo e outros fatores conhecidos por peritos na tecnologia,

podem ocorrer em quantidades que ndo impedem o efeito da caracteristica
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desejado. A Figura 3 traz a representacdo esqueméatica do mesmo, em modelo
3D e em perspectiva bidimensional. O equipamento pode ser visualizado, em
funcionamento, na foto da Figura 4-A. Na Figura 4-B percebe-se que € composto
por (1) fonte de luz; (2.1) porta-cubeta e (2.2) célula de absorcéo, para
armazenar o analito e nanossensor para absorver parte da energia radiante; (3)
fotocélula, que converte a luz em (4) sinal elétrico; (5) dispositivo de leitura,
formado por um processador e conversor dos sinais. Outra forma de ilustragédo
esta representada no diagrama esquematico da Figura 5 que, didaticamente,
detalhard a seguir: a fonte de luz (1), o porta-cubeta ou célula de absorcéo (2),
para armazenamento do nanossensor, a fotocélula (3), que converte a luz em
sinal elétrico (4) e o dispositivo de leitura, formado por um processador e

conversor dos sinais (5).

[16] O componente (1) é um LED azul que funciona como emissor de radiacao
eletromagnética resultando em um fluxo radiante de poténcia definida. Este fluxo
€ uma grandeza radiométrica suficiente para estimular o fenémeno da LSPR. A
equacao matematica que define a intensidade da luz que atravessa um material
€ expressa como a Lei de Beer I=l, x e, onde I, é a intensidade do feixe
incidente, I é a intensidade do feixe transmitido apés atravessar um caminho de
comprimento | centimetros e [ € o coeficiente de absorcéo linear para o material.
O fato da emissdo no LED ser espontanea faz com que a luz emitida ndo seja
muito direcionada, apresentando angulos de divergéncia dispersos. Entretanto o
aspecto inovador (Reivindicacdo [02]) estd no comprimento de onda e pico de
emissao correspondente do LED azul que é de 468 nm, suficiente para gerar a
resposta desejada. O LED azul opera com voltagem de 3,7V (maxima de 4,5V)
e corrente elétrica de 20mA (maxima de 30mA). No espectrograma da Figura 6

fica evidente que ao emitir em 468 nm fica possivel segregar os espetros LSPR
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para acucar cristal ndo sulfitado. Em quaisquer outras faixas do espectro havera
mais dificuldade para distinguir absorbancias, inclusive no pico de emissdo
maximo LSPR de 420+5,32nm para NpAg reduzidas pelo acucar, demonstrado
claramente na Figura 6. Os espectros de absor¢cdo UV-vis utilizados para
caracterizar as suspensdes em estudo foram obtidos em espectrofotometro de

bancada.

[17] O componente (2) do dispositivo € um porta-cubeta e um modelo de célula
de absorcao de poliestireno, também denominado cubeta. Pode-se conferir este
item nas fotos da Figura 4-B e na ilustracdo da Figura 5. O objetivo € de manter
uma amostra liquida na trajetoria de um feixe de luz. A cubeta do modelo é
constituida de material plastico, descartavel, apresenta superficies Opticas planas
e paralelas, com trajetéria de luz constante e secdo transversal quadrangular de
10 mm de espessura, conforme o padréo ajustado do porta-cubeta, este com 11
mm de espessura, conforme desenho técnico da Figura 3 (A-2D). Durante as
medicbes, as cubetas foram preenchidas até a capacidade total com agua
destilada e assim foi adotado a absorcdo contra o branco, cujo valor é
essencialmente zero (réplica de n=3). Durante o percurso de insercao da cubeta
na camara do dispositivo, ela alcanca o botéo de disparo do emissor LED azul,

detalhe possivel de ser conferido na Figura 4-B (item 6).

[18] De modo complementar ao componente (2), e ndo menos importante,
recorreu-se a construcao integrada de uma plataforma para biossensoriamento
em nanoescala. A caracterizagdo das nanoestruturas esta disponivel nas
Figuras de 7 a 9-B. O estado da arte deste componente e sua importancia para
0 ensaio qualitativo sera detalhado na sequéncia, lembrando que o mesmo €&

performado quando o acgucar cristal ndo sulfitado € solubilizado em concentracao
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pré-definida, € hidrolisado a monossacarideos redutores de ions de prata livres,

presentes na suspenséo coloidal da plataforma.

[19] O parametro de qualidade aplicado na determinacdo da polarizacdo em
amostras de agucar demerara, adotado pela IN 47/MAPA, é de no minimo 96 °Z.
De acordo com o método ICUMSA GS1/2/3/9-1. Para determina¢édo de umidade
segue-se 0 método ICUMSA GS2/1/3/9-15 onde o parametro aceitavel € de no
méaximo 1,2%. Na andlise de cinzas condutimétricas, o teor de cinzas maximo
aceitavel é de 0,5% (metodologia ICUMSA GS2/3/9-17) e para analise de cor 0
valor maximo especificado pela IN 47, com base na metodologia ICUMSA
GS2/3-9, é de 5.000 Ul. Nao obstante, recorre-se a determinacdo granulométrica
a partir do tamanho médio (AM) do cristal e coeficiente de variagdo (CV) %
passante pela peneira ABNT 70 em amostra de acucar. O AM e o CV séao
calculados graficamente ou eletronicamente. A presente invencgao utiliza, nesta
forma de realizacdo, o acgucar cristal ndo sulfitado tipo demerara para compor a
solucdo de sacarose a 0,2% (m/v). O acucar demerara utilizado para validagao
dos parametros de qualidade desta invencao foi cedido por fabricante de acgucar
do estado de Pernambuco no seguinte padréo (valores correspondem a uma
meédia + desvio padrdo da média das medidas realizados em triplicata n=3): pol
de 99,39+0,53°Z, umidade de 0,12+0,01%, teor de cinzas de 0,31+0,01%, cor de
2118,57+172,45, aléem de AM 1,12+0,05mm e CV de 27,89+1,00%. Para um
intervalo de confianca de 95% (analise de variancia, ANOVA) o resultado para
teor de cinzas em acgucares brancos sulfitados, os quais também foram cedidos
pelo mesmo fabricante, é diferente, sendo 0,014+0,004% e 0,009+0,001% para
classe branco tipo cristal e classe branco tipo refinado, respectivamente.
Andlises de espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente

acoplado (ICP-OES) apresentadas em estudos recentes confirmam diferencas
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significativas entre quantidades de minerais em diferentes tipos de agucares
comerciais. A empresa fabricante de aclUcar demerara também disponibilizou
laboratério, instrumentos, reagentes e amostras de acucares diversos de uma
safra completa, os quais, juntos a infraestrutura dos laboratoérios da UFPE (DQF:
Central Analitica, Laboratorio de Compostos Hibridos, Interfaces e Coléides; DF-
Laboratorio de MEV) foram imprescindiveis para o pleno alcance das
caracterizacfes que se seguem. A plataforma deste invento € composta por 10
mL de solucdo sacaridica (0,2 %m/v) de agucar demerara, adicionada a 5 mL
solucdo de AgNOs (1 mM) e por fim soma-se 0,3 mL de NaOH (0,1 M). Apés
adicdo de NaOH coexiste uma rede complexa de NpAg, impurezas e compostos
organicos reduzidos quimicamente. Os monossacarideos glicose e frutose,
produtos da hidrélise da molécula de sacarose, reduziram prata (Ag), de Ag*!
para Ag’. Este mecanismo de reducdo monossacaridica foi validado a
temperatura ambiente e apés algumas variacdes de concentracbes de
reagentes. Um parametro relevante foi o tempo de sintese de NpAg,
praticamente instantaneo (duracdo de 30 minutos) em meio ao aclcar demerara.
A sintese de NpAg de amostras foram confirmadas por espectroscopia de
absorcdo no UV-visivel, através do comprimento de onda de absorcdo maximo
(Amax) e o alargamento da banda em longa ou estreita. Nas Figuras 7-A e 7-B
temos o0s espectros cuja evolugdo temporal da formacdo das NpAg foi
monitorada. Durante os trabalhos também se pode confirmar que a estabilidade
das nanoparticulas se relaciona coerentemente com o pH das solucdes,
comportamento ja abordado em literatura. O pH das suspensdes estabilizadas
atingiu seu valor minimo 6,0 e valor maximo 10,75. Recorreu-se a utilizagédo de
NaOH, um reagente que pode alcalinizar, acelerar a degradacao da sacarose e

ao mesmo tempo agir como agente redutor, promovendo ainda mais carbonilas
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reativas. A adicao de NaOH levou ao aumento do pH das suspensdes coloidais
e estreitamento da curva de absor¢do das amostras que utilizaram agucar
demerara, quando comparado com acgucar branco, visto na Figura 6. Também é
consideravel o tempo em que as NpAg permanecem estaveis (shelflife),
monitorado por 365 dias. Durante esse periodo o pH decaiu de 10,75 a 6,5, 0
perfil espectrografico modificou-se, pois, a banda de absorcédo alargou-se. A
suspensao em meio a acglcar demerara solubilizado em &gua destilada
(0,99uS/cm), permaneceu estavel a temperatura ambiente e foi preparada. O
espectrograma das amostras deste tipo de aclcar foi medido durante a safra
anual 2018/2019 e é exibido na Figura 6 (espectros de cor azul). O resultado
apresentado mostra, através de caracterizacbes especificas para acucar
demerara comercial, que ha possibilidade de se montar um nanossensor para
classificar agucar, ja que as absorbancias sédo peculiares a cada tipo de agucar
comercial. A caracterizagcdo por espectroscopia UV-vis foi obtida de amostras
puras, sem aliquotas diluidas. Os valores estdo representados como média +
desvio padrdo da média das medidas realizadas em triplicata, com intervalo de
confianca de 95%. Para se obter melhor resultado com a magnificacdo e
resolucdo de imagem de MEV, a suspensao de NpAg foi preparada em aliquota
diluida por fator 10. Segue a especificacdo do nanossensor: comprimento de
onda maximo do LSPR para NpAg de 420+5,32 nm (amostra pura, ndo diluida),
absorbancia méxima de 0,87+0,31 (amostra pura, ndo diluida) com a aplicagéo
do LED azul a 468 nm, pH de 10,45+0,26 (amostra pura, ndo diluida), morfologia
esférica e diametro das NpAg estimado por MEV de 62,47+16,71nm (Figura 8,
em detalhe, nos seus itens de 1 a 10-B) (amostra diluida em agua, 1:10), sendo
56% das NpAg entre 46-58nm e 25% entre 75-82 nm. O diametro estimado pela

largura a meia altura (FWHM) no UV-vis foi de 87,50+£2,28 nm (amostra pura,
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ndo diluida). Para os valores de FWHM, os espectros das NpAg variaram entre
extremos de 325 nm até 510 nm com desvio para o azul. As quantidades de
atomos de prata por NpAg e demais contagens de NpAg se basearam em
metodologias conhecidas na literatura. O numero médio de a&tomos de prata por
NpAg foi de 7.480.015 a&tomos, concentracéo de 0,01mg/L, 1,18 x 10**! NpAg/mL
e 3,54 x 10™® NpAg/mg. Outras caracterizacées: HPLC, onde a fase movel
usada foi uma mistura de metanol: agua, sendo 10% de metanol por 5 min, 95%
de metanol de 5 - 45 min,10% de metanol por 10 min, volume de injecao de 5
pL, fluxo de 0,2 mL/min com coluna C18 (250 x 2 mm, DI) e detecc¢éo realizada
por UV de 210 nm e 250nm. Na Figura 9, os tempos de retencéo possuem ordem
de grandeza proximos, porém os picos diferentes apontam a presenca de mais
agentes cromoforos na suspensdo de NpAg preparada com o agucar demerara
(cromatograma 9-B) do que na suspensdo de NpAg preparada com o acucar
classe cristal branco tipo refinado (cromatograma 9-A). Esta caracteristica do
invento sugere que compostos organicos presentes naturalmente no acucar
demerara podem proteger e estabilizar as NpAg. Estes croméforos podem conter
estruturas organicas de fendis, flavonas, flavanonas, flavanéis, antocianinas e
outros subprodutos da propria acdo do NaOH, complexos de degradacdo os
monossacarideos glicose e frutose. A confirmacéo da presenca de Ag nas NpAg
vem na espectroscopia por dispersédo de energia (EDS) (Figura 8, detalhe 10-B),
que também apresenta presengca de substéncias provenientes das cinzas
condutimétricas como K, Na, Si, Zn, Al, Cl. Os atomos de oxigénio (O) e carbono
(C) no EDS confirmam a acdo de recobrimento de NpAg por moléculas
organicas. J4 a analise da estabilidade da suspensédo foi realizada por
espalhamento dindmico de luz (DLS). As medi¢bes do tamanho das NpAg em

dispersdo aquosa, especificamente o diametro hidrodinamico, resultaram em
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49,93+1,24 nm, com indice de polidispersividade (PDI) médio de 0,31+0,01, valor
que sinaliza uma monodispersividade moderada. O valor do potencial zeta (PZ)
de superficie das NpAg foi de -22,62+1,79 mV, valor favoravel ao recobrimento
por moléculas carregadas positivamente e que evidencia, juntamente com a
baixa PDI, a baixa tendéncia das NpAg se agregarem em suspensdo. As
amostras expostas na Figura 1 foram estaveis no shelflife o suficiente para
garantir a leitura e monitoramento. Estas amostras analisadas apresentaram
sintese instantdnea de NpAg a temperatura ambiente (entre 30 e 120 minutos).
Além de atender os objetivos especificos para obtencdo de NpAg estaveis,
capazes de auxiliar enquanto plataforma LSPR, a invencdo foi viavel
economicamente por utilizar pequenas aliquotas de reagentes. Num volume de
concretizacao, a solucao de sacarose 0,2% (m/v) necessaria para cada ensaio
é de 10 mL, adicionada a 5 mL solugcdo de AgNOs (1 mM) e 0,3 mL de NaOH
(0,1 M). Em outras formas de realizacdo desta invencdo, NpAg podem ser

reduzidas por agUcares comerciais diversos.

[20] O componente (3) é uma fotocélula de silicio amorfo (A-Si) que converte
energia luminosa em tens&o elétrica. E composto por um substrato de vidro
revestido com 6xido condutor transparente que aumenta a transmitancia da luz
dispersa pelas NpAg. A estrutura da pelicula é uma dupla juncdo A-Si/A-Si de
60x30x3mm (comprimento, largura, espessura) que trabalha em circuito de
faixas 0,01V a 3,60V, 20pA a 25pA, funcionando em temperaturas de -40°C a
85°C. Este componente é de baixo custo, possui resposta razoavel a baixos
niveis de luminosidade e € aplicado em equipamentos portateis como
calculadores de bolso, relégios, etc. Esta invencao favorece uma nova aplicacéo
para a fotocélula de silicio amorfo e adapta sua caracteristica de captura do feixe

luminoso para entdo funcionar como transdutor de sinal do feixe luminoso que
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atravessa a amostra de NpAg (Reivindicagao [05]) em sinal de tens&o elétrica. A
Figura 4-B apresenta imagens do fotdmetro com detalhes da montagem do
sistema optoeletrénico. Na Figura 5-A é apresentado um diagrama ilustrando o
posicionamento dos componentes relacionados e a geracdo do sinal de tenséo
elétrica resultante no componente (4). O circuito equivalente da fotocélula é
representado, segundo a literatura, como um modelo de diodo. A Figura 10
mostra o circuito equivalente sendo IL a corrente fotogeradora, Rs e Rp suas
resisténcias série e paralela, V e | a tensdo e corrente de saida da fotocélula,

respectivamente.

[21] O LED azul, utilizado como emissor de luz, é pulsado por um
microcontrolador a cada 10 ms, o que corresponde a 100 Hz. O mesmo funciona
em comprimento de onda de 468 nm e segue a lei de Lambert-Beer, j& enunciada
no item [16] desta patente. Os sinais sdo detectados na fotocélula e estdo
representados na Figura 5-A como componente (4). Este sinal € medido,
convertido e processado digitalmente pelo componente (5). O componente (5) é
um dispositivo de leitura, formado por um processador e conversor dos sinais.
Mais especificamente, € uma plataforma Arduino implementada por
microcontrolador ATMEGA328 com memoria flash, memoria de dados
EEPROM, RAM e trés temporizadores. O microcontrolador permite uma reducéo
drastica do numero de componentes no fotbmetro, torna possivel introduzir ou
alterar funcionalidades neste invento sem qualquer modificacdo de hardware e
pode ser configurado para aquisicdo de dados. O fotbmetro em questdo opera
com representacéo binaria, onde sinais sao convertidos de analdgico para digital
(ADC). O ADC trabalha com 10 bits (219), o qual, corresponde a 1.024 eventos
inteiros. Aléem dos componentes eletrdnicos conectados, implementou-se um

algoritmo de controle em linguagem C++, cujo cédigo esta aberto na Figura 5-B
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e representado no fluxograma esquematico da Figura 11 (Reivindicacédo [06]). A
tensdo de saida do sinal digital é dada por Vaoc = Viotoceiuia®(21°) /(5,0)V, onde Vaoc
€ um valor digital adimensional. Uma vez analisado, o resultado é indicado por
um LED vermelho, presente no painel principal do invento (ver Figura 4-A). O
dispositivo, que é portatil, est4 configurado para aceitar uma Unica amostra por
vez e apresentar o resultado da qualificacdo do acucar diretamente no painel
principal do equipamento. Também esta programado para transmitir 0s
resultados através de porta USB. Os resultados tipicos para absorbancia ndo
ultrapassaram o valor maxima de 0,89, com comprimento de onda de 468 nm
(Figura 6), os quais foram convertidos a sinais digitais ADC (faixa de 500 a 700
ADC) (Reivindicagéo [04]). Valores abaixo do ADC programado remetem a
outros agucares, sulfitados e/ou nao sulfitados ndo previstos para este invento.
Na Figura 12 temos representados espectrogramas de agucares com
caracteristicas naturais que os distinguem no momento da qualificacdo proposta.
A alimentacdo € realizada por bateria com um tamanho portavel e facil de

manusear. Na Figura 13, o esquema traz as interligacdes entre elementos de

circuito.
BREVE DESCRIQAO DAS FIGURAS

[22] As caracteristicas anteriormente mencionadas, 0s objetivos da presente
invencdo e a maneira de os atingir se tornardo mais claros por referéncia ao

conjunto de figuras que se segue, em que:

[23] A figura 1 € uma imagem que confirma o aspecto tipico, de cor amarela, de
suspensao de NpAg reduzidas quimicamente em solugdo aquosa. A coloragao
foi confirmada ap6s mudanca na cor de incolor para amarela apés o tratamento

da solucéo de sacarose (0,2%, m/v), oriunda de acucar cristal bruto néo sulfitado,
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com AgNOs e NaOH. Esta suspensdo coloidal de NpAg funciona como

nanossensor, uma vez que estara na trajetéria do feixe de luz.

[24] A figura 2 traz uma reacao plausivel para a formacao de NpAg em meio a
produtos de hidrdlise alcalina e clivagem da ligacéo glicosidica da molécula de
sacarose. A degradacéo alcalina, por NaOH, resulta em R-CHO (D-glicose e D-
frutose e/ou suas formas idnicas). Na representacéo da reacao de oxido-reducao
da Equacdo 1, o NaOH é posto a reagir com AgNOs, a0 mesmo tempo em que
0s monossacarideos passam a reduzir Ag* a Ag®. As NpAg sdo representadas

na forma reduzida da prata metdlica (Ag®) na Equacéo 2.

[25] A figura 3 traz a representacdo esquematica do invento. No lado esquerdo
da figura (Figura 3-A), uma representacdo em perspectiva bidimensional.
Através das seccbes A-A, B-B, C-C e D-D, o equipamento pode ser visualizado.
No lado direito da figura (Figura 3-B), um modelo 3D. As dimensfes estdo

plotadas em escala milimétrica.

[26] A figura 4 traz fotos do equipamento. Nos detalhes da foto da figura 4-A, o
equipamento esta conectado via USB. Na Figura 4-B percebe-se o equipamento
desmontado com seus componentes aparentes. E composto por (1) fonte de luz;
(2.1) porta-cubeta e (2.2) célula de absor¢céo em poliestireno, para armazenar o
analito e nanossensor para absorver parte da energia radiante; (3) fotocélula,
gue converte a luz em (4) sinal elétrico; (5) dispositivo de leitura, formado por um

processador e conversor dos sinais.

[27] A figura 5 mostra um diagrama esquematico da arquitetura do fotdmetro,
concretizado na presente invencao. A figura 5-A ilustra o posicionamento desde
a fonte de luz até os componentes relacionados a geracao do sinal de tensdo

elétrica. Didaticamente, tem-se a fonte de luz como componente (1), o porta-
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cubeta ou célula de absor¢do como componente (2), para armazenamento do
nanossensor, a fotocélula como componente (3), que converte a luz em sinal
elétrico no componente (4) e o dispositivo de leitura, formado por um
processador e conversor dos sinais no componente (5). Além dos componentes
eletrbnicos conectados, implementou-se um algoritmo em linguagem C++, cujo

cadigo esta aberto no componente (6) da figura 5-B.

[28] A figura 6 apresenta espectros de absorcdo UV-vis utilizados para
caracterizar as suspensoes, durante o desenvolvimento do fotdmetro. Foram
obtidos, em espectrofotbmetro de bancada, uma gama de espectros para
acucares utilizados para sintese por redugcdo quimica de NpAg. Na figura fica
evidente que emissBes em 468 nm tornam possivel segregar 0os espetros para
qualificar acucar cristal ndo sulfitado. Em quaisquer outras faixas do espectro
havera mais dificuldade para distinguir absorbéancias, inclusive no pico de
emissdo maximo LSPR para NpAg, o qual ficou proximo a 420 nm. Esses
espectros foram obtidos de amostras puras e aqueles, representados pela cor

azul, sdo de amostras em meio a acUcar cristal ndo sulfitado.

[29] Nas figuras 7-A e 7-B estdo demonstrados os monitoramentos da evolucao
de formacdo de NpAg reduzidas por acucar comercial sulfitado (7-A) e néo
sulfitado (7-B). A referéncia para o acompanhamento é a absor¢do maxima
(Amax) e o alargamento de banda medidos em espectrometro de bancada, onde

0 LSPR para as NpAg foi de 420£5,32 nm.

[30] Na figura 8 temos imagens de microscopia eletrénica de varredura de
amostras de NpAg. De acordo com as micrografias nos detalhes em (1), (2) e (3)
foi possivel evidenciar agregados de NpAg com magnificagdo a 10um, 2um e

1um, respectivamente. Estas estruturas foram melhor visualizadas, em suas
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morfologias e didmetros nas imagens de (4) a (8), de magnificacdo 500 nm. J&
na imagem (5) temos a mesma imagem (4), entretanto em campo escuro, 0 que
definiu a melhor maneira de constatar a morfologia esférica das NpAg,
possibilitando a medida de distribuicdo de tamanho também nas imagens (7) e
(8), além da montagem do grafico em (9). Este gréfico apresenta a distribuicdo
de tamanho estimado por técnica de MEV onde 56% das NpAg estéo entre 46-
58nm e 25% entre 75-82 nm. A confirmacgdo da presenca de Ag nas NpAg,
utilizando AgNOs como precursor, vem na espectroscopia por dispersao de
energia (EDS) (Figura 8, detalhes dos itens 10-A e 10-B), que também
apresentam presenca de substancias provenientes das cinzas condutimétricas
como K, Na, Si, Zn, Al, CI. Os atomos de oxigénio (O) e carbono (C) no EDS

confirmam a acado de recobrimento de NpAg por moléculas organicas.

[31] Na figura 9 sdo apresentados os cromatogramas realizados com coluna C18
(250 x 2 mm, DI) e deteccéo por UV de 250 nm. Percebe-se que os tempos de
retencdo em 9-A e 9-B possuem ordem de grandeza proximos, porém com picos
diferentes, os quais apontam a presenca de mais agentes croméforos na
suspensao de NpAg preparada com o agucar demerara (cromatogramas 9-B) do
gue na suspensédo de NpAg preparada com o aguUcar classe cristal branco tipo
refinado (cromatograma 9-A). Esta caracteristica sugere que compostos
organicos presentes naturalmente no acucar demerara podem proteger e
estabilizar as NpAg. Estes cromoforos podem conter estruturas organicas de
fendis, flavonas, flavanonas, flavanois, antocianinas e outros subprodutos
oriundos naturalmente do mel conservado nos cristais de sacarose e/ou da
propria acdo do NaOH durante a degradacdo os monossacarideos glicose e

frutose, gerando estes ou demais estruturas complexas organicas.
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[32] A Figura 10 mostra o circuito equivalente da fotocélula, sendo I. a corrente
fotogeradora, Rs e Rp suas resisténcias série e paralela, V e | a tenséo e corrente

de saida, respectivamente.

[33] A figura 11 mostra um fluxograma esquematico aplicado ao algoritmo de

controle em linguagem C++, cujo codigo esta aberto na Figura 5-B deste invento.

[34] Na Figura 12 temos representados espectrogramas de acgUcares com
caracteristicas naturais que os distinguem no momento da qualificacédo proposta.
S&o acucares adquiridos no mercado nacional e internacional. O espectro de cor
azul é distinguivel dos demais espectros de absorcdo, uma vez que apresenta

um sinal ADC especifico em 468 nm (amostras diluidas em agua 1:2).

[35] Na Figura 13, o esquema traz as interligacdes entre elementos de circuito.
Basicamente € uma representacdo do percurso eletrbnico dos valores de
absorbéancia convertidos em tensdo, os quais serdo digitalizados pelo
microcontrolador. E um layout eletronico da unidade de deteccdo, onde cada
componente é utilizado para diferentes fins: (U2) € o regulador de tensao de 5V,
(J1) é o conector micro USB, (U3) é o conversor de USB para serial, (U1) € 0

microcontrolador, (PD1) é a fotocélula, (D5) é o emissor LED azul e (D1 a D4)

representam indicadores de saida para agucares a serem qualificados.
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REIVINDICACOES

[01] Fotdbmetro portétil associado a ressonancia localizada de plasmon de
superficie (LSPR) de nanoparticulas de prata (NpAg), aplicado na qualificacéo
de acucar cristal ndo sulfitado caracterizado por conter um diodo emissor do tipo
LED azul, uma plataforma nanossenssora baseada em reducdo quimica de
nitrato de prata (AgNOs) a NpAg por acucar comercial ndo sulfitado, uma
fotocélula de silicio amorfo (A-Si) que atua como fotodetector e um

microcontrolador que interpreta e converte o sinal analégico em sinal ADC.

[02] Fotdbmetro portétil associado a ressonancia localizada de plasmon de
superficie (LSPR) de nanoparticulas de prata (NpAg), aplicado na qualificacéo
de acucar cristal ndo sulfitado, de acordo com a reivindicacéo [01], caracterizado
pelo fato de que o comprimento de onda e pico de emissédo correspondente do

diodo emissor do tipo LED azul é de 468 nm.

[03] Fotbmetro portatil associado a ressonancia localizada de plasmon de
superficie (LSPR) de nanoparticulas de prata (NpAg), aplicado na qualificacédo
de acucar cristal ndo sulfitado, de acordo com a reivindicacédo [01], caracterizado
pelo fato de funcionar por captura do sinal espectral do efeito plasmoénico das
NpAg em meio a suspensdes de agucar classe cristal bruto tipo demerara a 0,2

%( m/v) apos sua hidrdlise alcalina.

[04] Fotbmetro portatil associado a ressonancia localizada de plasmon de
superficie (LSPR) de nanoparticulas de prata (NpAg), aplicado na qualificacéo
de acucar cristal ndo sulfitado, de acordo com a reivindicagéo [03], caracterizado
pelo fato de estabelecer resposta optoeletrénica especifica para reacbes de
reducdo quimica entre acucar classe cristal bruto e NpAg em sinais digitais na

faixa de 500 a 700 ADC;
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[05] Fotbmetro portatil associado a ressonancia localizada de plasmon de
superficie (LSPR) de nanoparticulas de prata (NpAg), aplicado na qualificacdo
de acucar cristal ndo sulfitado, de acordo com a reivindicacéo [01], caracterizado
pelo fato de que utiliza uma fotocélula de silicio amorfo para fotodetectar e
transduzir o sinal Optico - resultante da dispersdo da luz que atravessa a
plataforma nanossensora - em sinal de tenséo elétrica de faixas 0,01V a 3,60V,

20UA a 25pA;

[06] Fotbmetro portatil associado a ressonancia localizada de plasmon de
superficie (LSPR) de nanoparticulas de prata (NpAg), aplicado na qualificacéo
de acucar cristal ndo sulfitado, de acordo com a reivindicacéo [01], caracterizado
pelo fato do microcontrolador possuir algoritmo decisério especifico
implementado em linguagem C++, que somado a isso, pulsa o LED emissor de

luz a cada 10 ms, o que corresponde a 100 Hz.
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FIGURAS

Figura 1
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Figura 2

2 AgNO; + R — CHO + 2 NaOH = 2 Ag® + R — COOH + 2 NaNO; + H,0 (Eq.1)

AgNO; + e~ — Ag® + NO3 (Eq.2)
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Figura 3
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Figura 4-A
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Figura 5-A
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Figura 5-B

1#define LED1

2#define LED2Z

3#define led3

d#define LED azul
S#define PHOTOCELL AD
#define FILTER_SIZE 100
#define DEMERARA 300
#define DIFERENTEL 50:0

#define DIFERENTE2 400

unsigned long accumulated;
unsigned int filter_vector FILTER_SIZE];
void setup{}
{ /[ put your setup code here, to runonce:
pinMode{2 OUTPUT):
f/ led 1 pinMode{3,0UTPUT);
S led 2 pinMode(5,0UTPUT):
/f1ed 3 pinMode{4, OUTPUT);
S led 4 pinMode{60UTPUT);
J/f LASER
JfAD PhotoCell Serial.begin{9600;}
void ligaLed{int lad}
1 int i for{i=25i==5;i++) digitalWrite{i,LOW];
if{led==0} return; digitalWrite{led, HIGH);}
unsigned int filter{unsigned int input)
{ static int i=0; filter_vector[i] =input;
accumulated +=inputy
if{i==[FILTER_SIZE-1}} accumulated -=filter_wector[i+1];
else accumulated = filter_vector[0];
i+
if|i={FILTER_SIZE-1}}i=0;
return [floatjaccumulated/FILTER_SIZE:}
void loop{)
{f* digitalWrite[LEDLHIGH);
digitalWrite{LEDazul, HIGH);
int absorb = 1024-analogRead{PHOTOCELL);
iffabsort = DEMERARA+100 & & absorb > DEMERARA-100}
while{true};
¥/ int zero =analogRead{PHOTOCELL):
J Serial.print{"LEDazul Desligado: ");
[ Serial.printin{analogRead|{PHOTOCELL /*-zera®{};
digitalWrite{LEDazul, HIGH];
delay{10};
ifffilter{analogRead{PHOTOCELL) =600 lizaled{LED1):
else if{filter{analogRead|{PHOTOCELL}}<550) ligaled(LEDS3);
else ligaLed|LEDZ);
if{filteranalogRead{PHOTOCELL))=640) ligaled{D):
Serial.print{"LEDazul Ligado: ");
Serial.printinffilter[analogRead{PHOTOCELL)) *-zera®/):
[ Serial.print(" Percentwal: "};
[/ Serial.print{[floatlanalogRead|PHOTOCELL), *zero®/};
i Serial.print{" Zero: "};f/ Serial.printdn{zero};
digitalWrite{LEDazul LOW]; delay{10}; }

digitalWrite{LEDZ HIGH); }
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Figura 6
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Figura 7-A
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m 9
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Figura 7-B
a —Agicar sulfitado T4 (80 min)

—Aglicar sulfitado T3 (60 min)
Agticar sulfitado T2 (40 min)
Aglicar sulfitado T1 (20 min)

— Agticar sulfitado TO (0 min)

Absorbancia (u.a.)

320 370 420 470 520 570
Comprimento de onda (nm)

Petic&o 870190096239, de 26/09/2019, péag. 52/60



9/15

Figura 8 (detalhe, nos seus itens de 1 a 8)

3

SEM MAG: 5.32 kx Det: BSE miras Tescan | sem maG: 220 1x Det: BSE MiRA3 TESCAN || SEM MAG: 700 kx Det: BSE MIRA3 TESCAN
SEMHV: 150KV WD:14%9mm  10pm SEMHV: 150KV WD:1499mm  Zpm SEMMV: 150KV WD:1495mm  1m
EstBeam; 1354pA  SEMMV:150KV | DEPARTAMENTO DE FISICA - UFPE Est Beam: 1354pA  SEMMV: 150KV | DEPARTAMENTO DE FISICA - UFPE Est Beam: 1354pA  SEMMV:150KV | DEPARTAMENTO DE FISICA - UFPE

o

17.0m

A

SEM MAG: 150 kx Det: BSE MIRA3 TESCANll  SEM MAG: 150 kx Det: BSE | mira3 TESCANS SEM MAG: 150 kx MIRA3 TESCAN|
SEM HV: 15.0 kV WD: 1495 mm 500 nm SEM HV: 15.0 kV WD: 1495 mm 500 nm SEM HV: 15.0 kV WD: 1495mm 500 nm
Est. Beam: 135.4pA  SEM HV: 15.0 KV DEPARTAMENTO DE FISICA - UFPE Est Beam: 1354pA  SEM HV: 150 kV DEPARTAMENTO DE FISICA - UFPE Est. Beam: 1354 pA  SEM HV: 15.0 kV DEPARTAMENTO DE FISICA - UFPE

2 ' = . e
SEM MAG: 150 kx Det BSE | WARA3 TESCAN SEM MAG: 110 kx Det: BSE MIRA3 TESCAN

SEM HV: 15.0 kV WD: 1495 mm SEM HV: 15.0 kY WD 1495mm 500 nm
st Doam: 1354 pA  SEM HV: 15,0 kV DEPARTAMENTO DE FISICA - UFPE Est Deam: 1354 pA  SEM HV: 150 kV DEPARTAMINTO DE FISICA - UFPE

Petica0 870190096239, de 26/09/2019, pag. 53/60



10/15

Figura 8 (detalhe, nos seus itens 9, 10-A, 10-B)

Dstribuicao de tamanho (%)

e aam
2.5um

Imagem de Elétrons 6

(10-B)

= I S I - - T =

Zn

cps/eV
(5] = 32}

=]

Col| Na

Petic&o 870190096239, de 26/09/2019, péag. 54/60

(9)

: mEEN..
40 45 S0 55 60 65 70 75 85 80

&0

85

Tamanho das particulas (nm)

Al

1,5

EDS

Si

keV

_ Vo . L
(R T T R T T T T TR TR TR T T SR BRI B

2,5

100 105

ol Au LBl

10

Au Lyl

15

3,5

. Espectro 2
Wt% o
Ag 475
C 31.4
(@]
(o)
Si
Na
K 11
04
0.2

keV



11/15

Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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FOTOMETRO PORTATIL ASSOCIADO A RESSONANCIA LOCALIZADA DE
PLASMON DE SUPERFICIE (LSPR) DE NANOPARTICULAS DE PRATA

APLICADO NA QUALIFICACAO DE ACUCAR CRISTAL NAO SULFITADO

Apresento patente de invencdo do fotbmetro portatil associado a ressonancia
localizada de plasmon de superficie (LSPR) de nanoparticulas de prata (NpAQ),
aplicado na qualificacdo de acucar cristal ndo sulfitado, é um dispositivo que
utiliza um sistema optoeletrébnico composto por diodo emissor de 468 nm,
camara porta-cubeta, fotocélula de silicio amorfo e microcontrolador que
interpreta o sinal elétrico digital (ADC) a partir da plataforma sensora. Nesta
plataforma, o hidroxido de sédio € posto a reagir com nitrato de prata e solucéo
de aclUcar e assim 0s monossacarideos, produtos de clivagem da ligacéo
glicosidica da molécula de sacarose, reduzem quimicamente o Ag* a Ag°. As
NpAg resultantes desta sintese funcionam como nanossensores que geram
sinais de absorbancia possiveis de serem medidos e convertidos a ADC, sem
precedentes para esta aplicacdo enquanto sistema classificador de acucar cristal

comercial ndo sulfitado.
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