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RESUMO

JANUARIO, Marcela Eduarda. Desenvolvimento de método colorimétrico
utilizando imagens digitais capturadas por smartphones para a quantificacao de
ureia no suor. 2021. 52 p. Trabalho de Conclusdo de Curso Bacharelado em
Engenharia Quimica - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Ponta Grossa,
2021.

A colorimetria por imagens digitais (CID) € uma ferramenta analitica baseada na
correlagao entre a composigao cromatica de imagens, obtidas por meio de dispositivos
de captura de imagens, como cameras fotograficas, celulares e scanners, e a
concentracao dos analitos. Para tanto, faz-se necessaria a escolha de um espaco de
cores, 0s quais sdo modelos matematicos que utilizam matrizes e equagdes para
descrever as cores, como o CMYK (Cyan, Magenta, Yellow, Key) e o RGB (Red,
Green, Blue), sendo o ultimo mais utilizado devido a sua simplicidade e ampla
utilizagédo. Por ser um campo de pesquisa emergente, a tematica de diversos estudos
compreende a validagao da utilizagdo do método, com destaque para as direcionadas
ao setor da saude. A quantificacdo de biomarcadores utilizando CID demonstrou um
grande potencial, contribuindo para o diagnéstico, monitoramento e tratamento de
doengas graves, como a glicose no caso da diabetes, e a creatinina e ureia no caso
da doenca renal crénica (DRC), objeto de estudo deste trabalho. A DRC é uma doenca
causada por uma lesao no tecido dos rins, e caracterizada pela diminui¢cao na filtragao
glomerular. Foi proposta a utilizacdo das imagens digitais empregando smartphones
como instrumento de captura para quantificar ureia no suor, visando oferecer uma
forma de analise barata, simples, rapida e eficiente, de diagndstico e monitoramento
da DRC. Condic¢oes interferentes, como luminosidade, curvas de calibragcdo e
reprodutibilidade foram otimizadas, e parametros de analise foram estabelecidos de
forma bem sucedida. Com o emprego de um gradiente de calibragdo, construido com
medidas em um aparelho com maior resolugao, o método demonstrou ser aplicavel a
aparelhos com configuragdes inferiores. A aplicabilidade do método em situagdes
reais de diagnostico teve seu carater qualitativo e semiquantitativo validado pela
analise com amostras de suor sintético com diferentes concentracbes de ureia,
utilizando o método da variagdo (método slope).

Palavras-chave: Colorimetria. Imagens digitais. Smartphones. Suor. Doengas
renais.



ABSTRACT

JANUARIO, Marcela Eduarda. Development of a colorimetry tool using digital
images captured by smartphones as a source to quantify urea in sweat. 2021. 52
p. Work of Conclusion Course Graduation in Chemical Engineering - Federal
Technology University - Parana. Ponta Grossa, 2021.

Digital image colorimetry (DIC) is an analytical tool based in the correlation, linear or
non-linear, between the chromatic composition of images obtained through image
capturing devices, such as smartphones and scanners, and the concentration of the
desired analytes. For that, a color space, mathematic models that use matrices and
equations to describe colors, like the CMYK (Cyan, Magenta, Yellow, Key) and the
RGB (Red, Green, Blue), the latter being the most applied due to its simplicity and wide
range of use, must be chosen. As this is still an emerging research field, lots of studies
are conducted to evaluate the effectiveness of the method, with an emphasis on the
ones directed to the healthcare sector. The quantification of biomarkers using DIC
have great potential, as it can contribute to the diagnose, monitoring and treatment of
severe diseases, like glucose for diabetes, and creatinine and urea for the Chronic
Kidney Disease (CKD), object of study of this paper. The CKD is a disease caused by
an injury on the kidney’s tissue, and characterized by the decrease of the glomerular
filtration (GF). In this paper the use of digital images using smartphones as a tool to
quantify urea in sweat, aiming to offer a low cost, simple, fast and efficient, analysis
methodology to diagnose and monitor the CKD. Interfering conditions, such as
luminosity, calibration curves and reproducibility were optimized, and analysis
parameters were successfully established. Using a calibration gradient, developed with
the measures of a device with higher resolution, the method was applicable to devices
with inferior configurations. The applicability of the method to real diagnose scenarios
had its qualitative and semiquantitative character validated through the analysis of
synthetic sweat solutions with different concentrations of urea, using the slope method.

Keywords: Colorimetry. Digital Images. Smartphones. Sweat. Kidney diseases.
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1 INTRODUCAO

Apesar da saude ser um topico muito presente em discussdes relacionadas
ao desenvolvimento humano, € em momentos como o aparecimento da pandemia do
COVID SARS-19, que a fragilidade dos sistemas de saude ¢é salientada, de modo que
nao apenas a atengao, como investimentos, € direcionada mais intensamente para a
busca por novas solugdes nesta area.

Nesse sentido, o avang¢o do desenvolvimento de tecnologias voltadas para a
saude, tanto no sentido instrumental quanto metodolégico, tem movimentado e
impulsionado o investimento no setor, de forma a garantir que essas possam contribuir
na busca pela manutengdo da vida humana. A medicina genética e nuclear, e a
utilizacao da nanotecnologia na medicina, sao exemplos da contribui¢cao da tecnologia
para solugdes em saude (PADUA FILHO, 2014).

Dentre as varias areas da tecnologia, uma que vem se desenvolvendo nos
ultimos anos consiste no emprego de imagens digitais para diversas finalidades,
inclusive relacionados a saude. A possibilidade de capturar imagens digitais e
posteriormente desenvolver metodologias de tratamento e quantificagdo empregando
dispositivos eletrénicos vem ganhando espago, pois, além da velocidade de
processamento e transferéncia de dados, facilitados pela evolugao dos componentes
utilizados para sua construgdo (cameras, processadores, memoria, entre outros),
fazem dos aparelhos facilitadores de diversas analises, como detecc¢des Opticas e
eletroquimicas. Por esse fator, o uso dos smartphones sao o ponto focal de muitos
estudos, possuindo grande disponibilidade, e oferecendo também diversas
configuragdes e funcionalidades, sendo adaptaveis a diversas situagoes.

Quando comparado a métodos tradicionais de analise, o potencial da
utilizacao dos smartphones como instrumento de trabalho, em se tratando do setor da
saude, esta no fato de viabilizar um diagndstico mais completo e agil, gragcas a
possibilidade de realizar as analises em campo, sem a necessidade de equipamentos
robustos e pessoal especializado na operacgao.

Essa metodologia de atendimento € interessante para melhorar os
tratamentos aplicados a doengas que exigem monitoramento constante, como a
diabetes, e recentemente também tem sido observada a necessidade de medidas

contra o aumento da prevaléncia da Doenga Renal Cronica (DRC) e disturbios renais,
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principalmente pela quantidade de pessoas nao diagnosticadas, sendo um fator de
preocupacao a nivel global.

A prevencgao da DRC e dos disturbios renais, por meio do diagndstico precoce,
acompanhamento da evolugao e o tratamento sdo a melhor maneira de evitar que
levem a estados mais graves, que além de colocarem o paciente em situagao
debilitada, tem altos custos financeiros (KIRSZTAJN, 2006). Tal prevengao pode ser
feita por meio do acompanhamento dos niveis de ureia, que ocorre pela sua
quantificagdo no sangue.

Sendo assim, propor formas nio invasivas de quantificar o analito sdo um
campo de estudo muito popular, pois, pode facilitar a realizacdo de exames, algo
interessante para o publico de pessoas idosas e criangas, que muitas vezes tem
dificuldade em realizar as coletas sanguineas; e também flexibilizar os momentos em
que a coleta das amostras € realizada, como por exemplo se associada a
biossensores aderidos a pele (BUDDHADEYV et al, 2020).

Diante de todos os fatos apresentados, a utilizacdo dos smartphones como
instrumentos de medicdo demonstra um grande potencial de aplicagdo no
monitoramento de doengas, algo interessante para o setor da saude como um todo,
mas especialmente para paises emergentes e subdesenvolvidos, sendo uma solugao

viavel econdbmica e funcionalmente.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia de quantificagdo de ureia no suor, por meio de
colorimetria por imagens digitais capturadas utilizando smartphones, como ferramenta
de auxilio no diagndstico e monitoramento de disturbios renais.

1.1.2 Objetivos especificos

e Preparar as solucdes utilizadas para a quantificacdo do analito de interesse e
imobilizar os reagentes em papel filtro;
e Estudar as fontes de interferéncia e definir as condicdes de analise;

e Capturar as imagens digitais e construir as curvas de calibragao;
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o Estabelecer os parametros de desempenho analitico do método;

e Verificar a aplicabilidade da ferramenta em situagdes reais.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ALUZ E O ESPECTRO ELETROMAGNETICO

O comportamento onda-particula da luz torna seu conceito dificil de
compreender, mas resumidamente, trata-se de um conjunto de ondas
eletromagnéticas que nao precisam de meio fisico para se propagarem e transportam
quantidades de energia especificas de acordo com suas caracteristicas.

Como tem carater oscilativo, seu comprimento de onda é determinado pela
distancia entre dois pontos na mesma fase, e o numero de ondas que passam por um
ponto do espaco em determinado intervalo temporal, define sua frequéncia.

A ordenagao da energia eletromagnética em funcdo do comprimento ou
frequéncia resulta na composigcdo do espectro eletromagnético, que possui também
subdivisbes espectrais com caracteristicas especificas para cada regiao,
determinadas pela origem da energia, de sua interagcdo com o objeto sob qual incide,

e de sua transparéncia em relagao a atmosfera (MORAES, 2002).

Figura 1 - Espectro eletromagnético completo com as subdivisdes espectrais da regido visivel

~<—— shorter longer ——= Wavelength (meters)
! | | | | | | |
102 10710 10® 10 107 1072 3 152
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Fonte: VERHOEVE (2017).
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2.2 COLORIMETRIA

A colorimetria, também conhecida como métodos espectrométricos,
consistem em técnicas baseadas na interacao entre radiacdo e matéria, e que visam
fazer a descricdo e quantificagdo relativa das cores em termos de intensidade de
porcdes especificas do espectro visivel (FERREIRA, 2018).

Nessas analises, os conceitos da lei de Lambert-Beer, base matematica para
medidas de absorcao da radiagao por amostras em diferentes estados fisicos nas
regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro (ROCHA E TEIXEIRA, 2004),
demonstram como € possivel que a variacdo na concentragdo de um analito possa
ser quantificada pela medida da absorbancia (A) de um componente em uma faixa de
frequéncia da luz visivel, sendo proporcional a absortividade molar (¢), ao caminho
optico percorrido pelo meio absorvente (b), e a concentragdo do analito (C), conforme

observado na Equacao 1.

Equacao 1 - Lei de Lambert-Beer

A=¢cxbx(C

Fonte: CANASSA et al. (2018).

Os métodos colorimétricos podem ser divididos em colorimetria visual, na qual
as concentragcbes de analitos de interesse podem ser quantificadas por meio da
observacao nas mudancgas de cores; e na colorimetria fotoelétrica, na qual células

fotoelétricas sao utilizadas para fazer a deteccao.

2.3 IMAGENS DIGITAIS

As imagens digitais sdo uma forma de representacdo de valores de
intensidade por meio de fungdes bidimensionais, cujas coordenadas espaciais e
valores sao proporcionais ao brilho da imagem em determinado ponto (x, y), sendo
este ponto armazenado em uma matriz, como exemplificado na Equacdo 2, e
denominado como “elemento de imagem”, mais conhecido como pixel (picture

element).
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Figura 2 — Representacao de imagem digital monocromatica dentro dos eixos convencionais

(0,0)

Fonte: Autoral (2021).

Equacao 2 - Matriz digital de uma imagem exemplo

f(0,0) f0,1) .. f(0,i—1)
flx,y) = £(1,0) fa . fQ1,i - 1)

flk—1,0) f(k—1,1) . flk—1,i—1)

Fonte: Autoral (2021).

As imagens podem ser monocromaticas, onde ha apenas um plano, ou
coloridas, onde ha trés ou mais planos, obtendo-se entdo um espag¢o ou modelo de
cores, no qual havera a especificagdo em sistemas de diferentes dimensdes de
coordenadas, e um subespaco destes sistemas, onde cada cor é representada por
um ponto (GONZALEZ & WOODS, 2002).

Devido a dinamicidade da representacao das imagens digitais dentro do
espaco de cor ser muito maior que dos métodos tradicionais de colorimetria e
espectrofotometria, possibilita as imagens digitais serem utilizadas para a otimizagao
da sensibilidade de detecgédo e aplicagao dentro da quimica analitica (FIRDAUS,
2017; FATONI, 2013).

A colorimetria por imagens digitais (CID) consiste na analise da concentragao

de analitos utilizando as imagens digitais, mecanismo possivel pela incidéncia da luz
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nos sensores de dispositivos capazes de capturar imagens, como scanners, webcams
e smartphones, onde a variagao das pigmentagcdes serdo detectadas dentro das
matrizes do espaco de cores. Entao, por meio dos valores de pixels das coloragoes
detectadas, pode ser estabelecida uma relagcdo com a concentragao do analito por
meio de equagdes matematicas (PHADUNGCHAROEN et al., 2019).

A metodologia CID se tornou um tépico popular em diversos setores de
pesquisas devido a sua portabilidade, acessibilidade e por proporcionar alta
velocidade de processamento de dados. (FAN et al., 2021).

A flexibilidade de aplicagcado da ferramenta pode ser observada pela grande
quantidade de estudos em diversos setores, como, por exemplo, no alimenticio, onde
pode-se citar o trabalho de Peng et al. (2019), o qual desenvolveu uma metodologia
para quantificar calcio em agua e alimentos apds microextragao liquido-liquido; no
ambiental, onde Emmanuel et al. (2020) desenvolveu uma aplicagao de celular onde
os parametros do espaco RGB (red, blue and green) foram utilizados para estimar a
concentragdo de compostos contaminantes de agua; e no setor da saude, com Kap
et al. (2021) reportando a aplicacdo de diferentes versdes da metodologia para
monitorar os niveis de glicose em pacientes diabéticos.

Os trés exemplos de aplicacao revelam a ampla quantidade de oportunidades
para emprego deste método, sendo possivel observar pontos em comum altamente
relevantes: o instrumento empregado na captura e processamento das imagens em
todos os casos foram diferentes modelos de smartphone, apresentando a tendéncia
na busca pela otimizacdo dos métodos de analise.

Os smartphones sao uma das tecnologias com velocidade de disseminagéo
mais elevada a nivel global. A adogao nao linear e continua dos aparelhos apresenta
uma intensidade maior em paises desenvolvidos, mas ha evidéncias de que até
mesmo em paises emergentes ocorre a taxas elevadas, como é o caso da Africa do
Sul, que de 2011 a 2014, passou de 15% para aproximadamente 40% (KAHIHARA,
2014).

Segundo Tibes (2014), a popularizagao dos smartphones, junto as constantes
atualizagdes e otimizacbes em seus sistemas e componentes, e ao fato de serem
portateis e de manuseio intuitivo, torna-os uma alternativa interessante em relagéo a

outros equipamentos utilizados em analises colorimétricas.
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Ainda, outra tendéncia observada nos exemplos é a utilizagao do espaco
RGB, mostrando que sua simplicidade € um fator de atragao e, também pelo fato de
ser o modelo de cores utilizado pela maioria dos equipamentos eletrénicos.
2.3.10 modelo RGB de cores

O modelo RGB (red, green, blue) € baseado em coordenadas cartesianas e
na teoria dos trés estimulos de Young-Helmholtz, que propde a percepg¢ao das cores
pelo olho humano gragas a estimulos dos trés pigmentos visuais presentes nas cores
da retina: vermelho, verde e azul (SLOCUM, 1999; MAZUR, 2013).

Figura 3 - Separacao dos canais RGB de uma imagem colorida, e suas respectivas
representagées em tons de cinza, sendo a) Vermelho b) Verde e c) Azul

»
BLUE GRAYSCALE DATA BLUE LIGHT

Fonte: MCNAMARA (2018).

Nesse modelo, cores do espectro visivel com base em variagdes de
intensidade das trés cores primarias aditivas possuem uma matriz correspondente, R
para vermelho, G para verde, e B para azul, no qual serdo armazenados os valores
de intensidade de radiagao, 8 bits para cada canal, totalizando 256 niveis para a regiao
do espectro visivel (KOYA, 2011).

O subespaco de cores é representado na forma de um cubo, no qual cada um
dos eixos ortogonais representara uma das cores primarias, e a diagonal representara
o cinza, indo de preto (0, 0, 0) ao branco (1, 1, 1), todos contribuindo para a

composic¢ao da cor de determinado ponto do cubo (FAN et al., 2021).
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Figura 4 - Cubos de Cores RGB

(1,1,1)

(0,0,1

o G
(0,1,0)

R
(0,0,0) (1,0,0)
Fonte: LIMA et al. (2005).

Quando imagens digitais sao representadas no modelo RGB, os valores da
funcdo descritiva da imagem sera um vetor com 3 componentes, relacionadas as

matrizes R, G e B, que irdo representar determinada cor.

2.4 A SAUDE COMO OBJETO DE ESTUDO

2.4.1 A Doenca Renal Crbnica

Os rins sdo os 0Orgaos responsaveis, principalmente, pela excregao e
purificacdo, sendo importantes colaboradores para a manutencado das condi¢des de
homeostase, ou seja, equilibrio entre condigdes internas e com o meio externo,
necessarias para o bom funcionamento do corpo (SEELEY et al., 2003).

Nesse contexto, o monitoramento e manutencdo da funcédo renal,
caracterizada majoritariamente pela filtracdo glomerular (FG), é essencial, pois o
aparecimento de disturbios pode desencadear impactos em todos os demais 6rgaos,
levando a outras complicacdes como, por exemplo, doencas cardiovasculares.

Um dos disturbios renais mais preocupantes da atualidade devido a
quantidade de subdiagndsticos e avangos assintomaticos (SESSO, 2006), é a Doenga
Renal Crénica (DRC), uma lesao irreversivel do tecido renal com 5 estagios de
diagnéstico, conforme apresentado na Tabela 1, que, somada a diminuicdo

progressiva da FG (valores inferiores a 15 mL/min/1,73 m?), pode levar a quadros de
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anemia, acidose metabdlica, faléncia renal, e até mesmo ao obito (BASTOS et al,,
2010).

Tabela 1 - Estagios da Doenc¢a Renal Crénica

Estagio Descrigao RFG (mL/min/1,73 m?)
I Leséo renal com RFG normal ou aumentando =90
Il Lesao renal com leve diminui¢ao do RFG 60 — 89
11 Lesao renal com moderada diminuigdo do RFG 30-59
v Lesao renal com acentuada diminuicdo do RFG 15-29
\Y Faléncia renal funcional ou em TRS <15

Fonte: BASTOS et al. (2004).

Como é uma doenga com muitos fatores relacionados a natureza fisiolégica e
estilo de vida de cada pessoa, a prevencado da DRC consiste na prevencao primaria,
por meio da observagao de sintomas e avaliagao da condicdo de saude por testes

clinicos.

A deteccdo precoce da DRC, com adocdo do tratamento adequado e
monitoramento, pode ndo apenas retardar sua progressao e preservar a saude do
paciente, mas também poupa-lo dos altos custos financeiros relacionados ao

tratamento de estagios mais avancados da doenca (ROMAO JR, 2004).

2.4.2 Oportunidades em paises emergentes e subdesenvolvidos

O fenbmeno da mercantilizagdo da saude consiste na inclusdo do setor de
saude como um mercado e produto (DOS SANTOS, 2013), revelando o impacto do
capitalismo nos modelos de gestdao da saude, sendo necessario entdo observar
também o contexto socioeconémico.

A relacao entre o poder aquisitivo de paises desenvolvidos e seus gastos
significativos com a saude, e o funcionamento de forma efetiva de seus sistemas
publicos de saude permanece desproporcional (KAPLAN E PORTER, 2011). No
entanto, ha uma tendéncia no desenvolvimento de tecnologias direcionadas
diretamente para a iniciativa privada, sendo o ponto onde a discrepancia com paises
em desenvolvimento e subdesenvolvidos pode ser observada mais fortemente (SELL,
2019).
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Além disso, grande parte das inovacdes tecnolégicas nado é adaptada para a
realidade que a maioria dos paises em desenvolvimento e subdesenvolvimento
enfrentam em suas rotinas de atendimento, revelando a dificuldade ndo apenas em
ter acesso a tecnologias, e recursos para utiliza-las, mas também para fazer a
manutencao necessaria para manté-las em funcionamento.

Diante desse cenario, o papel do pesquisador volta-se para a busca de novas
formas de utilizacdo de recursos ja existentes nestes paises, objetivando solugdes
igualmente eficientes, mas com custo menor (DE OLIVEIRA et al., 2017), estando o
desenvolvimento de metodologias baseadas na CID muito alinhadas com estes

principios.

2.5 QUANTIFICACAO DE UREIA COMO BIOMARCADOR RELACIONADO A
DOENCAS RENAIS

A ureia é o produto metabdlico do catabolismo de producio de proteinas do
corpo humano. A concentracao de ureia no suor para uma pessoa saudavel varia de
0 a 50 uM, e valores acima de 100 uM podem caracterizar disturbios na atividade
renal, sendo entdo um importante biomarcador (HUANG et al, 2002). Altas
concentragdes de ureia nos fluidos corpéreos podem caracterizar a uremia, condigcao
em que substancias toxicas produzidas no figado apos a digestao de proteinas se
acumulam devido a filtrac&o dos rins estar prejudicada (AL-TAMER et al., 1997).

Os métodos para quantificagao da ureia no suor, como o LC-MS (WANG et
al. 2017) e o HPLC (CZAUDERNA E KOWALCZYK, 2012), costumam ter sua
aplicacao limitada pelos custos do equipamento e sua manutengao, além do
treinamento para sua utilizacao.

Nesse contexto, 0 método colorimétrico proposto por Zhang et al. (2019) para
quantificacao de ureia em saliva, baseando-se na reacdo enzimatica da ureia com a
urease utilizando vermelho de fenol ou vermelho de metila como indicadores,
apresenta vantagens pois apresenta resultados positivos quanto a sensibilidade e tem
baixo custo.

O método colorimétrico para quantificagao de ureia foi inicialmente proposto
por Orsonneau et al. (1992), onde consumo do composto resulta na liberacéo de ions
amonio e didxido de carbono (Equacéao 3) e, consequentemente, em um aumento do

pH quando a reagao acontece (Equacéo 4), alterando a coloragao do meio, podendo
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ser relacionada a concentracao por meio de leituras espectrofotométricas na regiao

do visivel em, aproximadamente, 570 nm.

Equacao 3 - Reagao de decomposicao da ureia sob presenca da urease

(NH3),CO + H,0 — 2NH; + CO,

Fonte: DE ALMEIDA (2008).

Equacao 4 — Carater basico da amoénia em meio aquoso
NH; + H,0 —» NH{ + OH~

Fonte: DE ALMEIDA (2008).

2.6 SUOR

O suor, um fluido corporal secretado pelas glandulas sudoriparas, tem um
papel importante na manutencdo da homeostase do corpo, pois € possivel realizar
regulacdo da temperatura corporal por meio de sua evaporagcdao (ROBINSON E
ROBINSON, 1954).

A composicao e volume de suor excretado pelo corpo pode variar conforme a
intensidade da atividade fisica performada, e das condigbes do ambiente (HUANG et
al, 2002). De forma resumida, o suor € composto majoritariamente por agua,
eletrdlitos, sais, e compostos bioquimicos (HUANG et al., 2002).

Tradicionalmente, as amostras sanguineas e de urina sdo as mais
empregadas para a avaliagdo das condi¢des corporais e controle de metabdlitos. No
entanto, apesar da eficiéncia, a repeticdo dos procedimentos de coleta para um
monitoramento constante traz muitos inconvenientes e desconforto para as pessoas
passando pela avaliagéo clinica, havendo também o perigo de infecgdo no caso de
sensores instalados para a coleta do sangue (MITSUBAYASHI, 1994).

Portanto, o suor, que ja havia sido objeto de estudos clinicos devido a sua
composic¢ao representativa para a analise de diferentes condi¢cdes corporais, como no
diagnéstico da fibrose cistica (FELLMANN, 1985) e da histamina (GARDEN, 1966),

teve seu horizonte de aplicagao expandido.
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Como o objetivo € desenvolver um método com facil aplicagcdo em campo, é

necessario que a reagao possa ser ativada de maneira pratica no proprio paciente.

Assim, para que posteriormente seja desenvolvido um dispositivo a ser aderido na

pele, os reagentes foram imobilizados em papel filtro.

3.1.1 Reagentes

Para a condugao das analises, os reagentes padrao utilizados no Laboratério

Oscar Pereira foram utilizados de acordo com as instru¢gées constantes na Ficha de

Informacgao de Seguranga de Produtos Quimicos (FISPQ) da marca Beckman Coulter.

Para a quantificacdo da ureia empregou-se o reagente identificado como R1,

pelo fabricante (Beckman Coulter, California, EUA) o qual tem sua composigcéo

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Composigao do reagente R1

Composto Valor (mmol/L)

Urease 217,762
Tampao Tris 100
a-Oxoglutarato 29,8
ADP 226
EDTA 2,65

GLDH >0,162

Difosfato tetrassédico 10

Fonte: Adaptado de Beckman Coulter (2012).

Notas:
a KU/L

Em todos os testes realizados empregou-se no preparo dos reagentes e

solugdes agua ultrapura.
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Indicador vermelho de fenol foi preparado pela dissolugdao de,
aproximadamente, 0,1 g em pequeno volume de alcool etilico, sendo a solugéo
resultante avolumada para 100 mL com agua ultrapura.

Solucdo estoque 500 mmol/L de ureia foi preparada pela dissolugao de,
aproximadamente, 3 gramas de ureia P.A. (Neon, Brasil) em 100 mL de agua
ultrapura.

Para preparo da solugao de suor sintético foram pesados 5 gramas de NaCl
P.A. (Neon, Brasil), a este adicionaram-se 16,6 mL de acido acético glacial (Synth,
Brasil) e o volume foi ajustado para 100 mL com agua ultrapura. Posteriormente, o pH

foi ajustado para 6,6 empregando NH4OH concentrado (Neon, Brasil).

3.1.2 Otimizacao das condi¢des de imobilizagao

Visando otimizar as condicbes de imobilizacdo da urease no papel filtro
realizaram-se testes de impregnacgao. Preparou-se solugdao contendo 30 uL da
solucao de reagente R1, contendo a enzima urease e 10 pL do indicador vermelho de
fenol.

Volumes de 10, 15 e 20 yL foram entao dispensados sobre papel filtro cortado
nas dimensodes de 1,0 x 1,0 cm; 1,5 x 1,5 cm e circulos com 0,5 cm de didmetro. Além
disso, realizaram-se testes com camadas simples e duplas de papel filtro sobrepostas.
Os papéis foram entdo postos em dessecador e a secagem foi monitorada por 1 hora
para observar a homogeneidade na distribuicdo dos reagentes, bem como a umidade
remanescente, sendo a partir destes resultados fixadas as condi¢cdes de imobilizacao

dos reagentes no papel filtro.

3.2 DEFINICAO DE CONDICOES DE ANALISE

Como se trata de um experimento onde as condi¢gdes de coleta da imagem
podem ter grande interferéncia nos resultados obtidos, serao estabelecidas condi¢cdes
padrao de analise, de modo a minimizar a agao dos fatores interferentes.

Para que a captura de imagem seja a mesma independente do aparelho
utilizado, sera desenvolvida uma estrutura de apoio que possibilite sua adequacgao

espacial, assim como a distancia até a amostra a ser analisada.
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Quanto a luminosidade, as imagens serao capturadas sob iluminagao natural,
e com a incidéncia de luz branca, para que se possa mensurar a interferéncia e propor

maneiras de tratar os resultados para minimiza-la.

3.3 CONSTRUCAO DAS CURVAS DE CALIBRAGAO

Curvas de calibracdo externa serdo preparadas diariamente nas
concentragdes de 5, 20, 50, 100 e 250 mmol/L de ureia por meio da diluigao da solugao
estoque empregando agua ultrapura. Volumes de 10 pyL de cada padrdo sera
dispensado sobre o papel filtro contendo os reagentes (urease e vermelho de fenol)
previamente imobilizados e, ap6s um tempo de reagao sob temperatura ambiente,

sera conduzida a fase de captura das imagens.

3.3.1 Captura das imagens

Para testar a eficiéncia da metodologia proposta, serdo empregados dois
aparelhos smartphone diferentes para capturar as imagens: um modelo Samsung
Galaxy M51, com camera CCD de 64 MP, e um modelo Samsung Galaxy J5, com
camera CCD de 13 MP.

3.3.2 Determinacao dos parametros RGB

Os parametros RGB empregados para analise das imagens serao definidos
empregando o aplicativo RGB Color Detector, de The Programmer, disponivel de

forma gratuita na Play Store dos celulares Samsung.

3.3.3 Quantificagdo do analito

A estimativa da concentracao de ureia nas amostras foi determinada por meio
da medicao da variagado das medidas (método do slope), onde a resposta do sensor
quanto a determinado canal (RGB) é dividida pelo intervalo de tempo entre as coletas.

A primeira imagem foi capturada decorrido 1 minuto da aplicagdo da amostra

no papel, e a segunda imagem foi capturada 2 minutos apds a primeira. Quatro pontos



27

aleatdrios foram escolhidos para a medicao dos parametros RGB em cada imagem.
Determinou-se a diferenca entre a média dos valores dos canais em cada intervalo de
tempo e dividiu-se o resultado por 120 segundos para estimar a concentragao de ureia
na amostra.

Os dados foram processados no software Microsoft Office Excel.

3.4 VALIDAGCAO DO METODO

Para validacdo do método como ferramenta de diagndstico proposta, foram
preparadas solugdes de suor sintético com concentragdes conhecidas de ureia, sendo
uma dentro da faixa esperada para uma pessoa sem indicativo de disturbios renais
(16 mmol/L), e outra acima do limite normal (116 mmol/L).

Na Tabela 3 podem ser observadas diferentes composi¢des de suor sintético
comparadas ao suor real, levantadas por Chin et al. (2009). A referéncia utilizada para
analise sera a estabelecida pelo British Standard (BS EN1811, 1999).

Tabela 3 — Composi¢cado quimica do suor humano e de solugdes de suor sintético

Componente Suor humano ISO 3160-2 EN 1811
(9/L)
NaCl 5,84 — 8,65 20 5
KCI 0,067 — 1,012 - -
NH4CI - 17,5 -
Ureia 0,768 — 3,420 5 1
Acido Acético - 2,5 1
Acido Lactico 0,60 — 3,60 15 -
pH 40-6,8 Ajustado para 4,7 com NaOH Ajustado para 6,6 com NHsOH

Fonte: Adaptado de Chin et al. (2009).

A reacao entre as solugdes preparadas e os reagentes sera realizada, e serédo
medidos os parametros RGB, observando a capacidade da curva de calibragao
construida em apontar a faixa correta de concentragdo, possibilitando a averiguagao

de indices anormais do analito.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARO DOS MATERIAIS E OTIMIZAGAO DAS CONDIGOES DE ANALISE

4.1.1Impregnacao de reagentes

Para iniciar o processo de otimizagao, testes iniciais foram feitos para verificar
a possibilidade de imobilizar os reagentes. Para tal, 10 pL do reagente foram
imobilizados no papel filtro, sendo acrescidos de 10 pL de solugdo contendo 50
mmol/L de ureia, posteriormente. Os resultados obtidos foram comparados com os

obtidos pela mesma reagao preparada em um tubo de ensaio.

Figura 5 - Observagao da reagao entre ureia e urease em forma de solucao

Fonte: Autoral (2021).
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Figura 6 - Observagao da reagao entre ureia e urease no papel filtro

Fonte: Autoral (2021).

A mudanga de coloragao (amarelo para vermelho) no reagente imobilizado no
papel filtro correspondeu ao observado na solugao, sendo demonstrado a efetividade
da reacao no reativo imobilizado em papel filtro.

Ainda, a influéncia de alguns fatores como a gramatura do papel filtro utilizado,
a quantidade de reagente e amostra colocadas sob o papel, puderam ser observadas
neste primeiro teste, devido a dispersao ndo homogénea da cor, bem como o tempo
de secagem, passando a ser também topicos de estudo da etapa de impregnacgao.

Para determinar o tamanho do papel filtro a ser utilizado para obtencao de
melhores resultados, foi realizado um teste com duas medidas diferentes: 1,0 x 1,0
cme 1,5 x 1,5 cm, e também a possibilidade de utilizar uma camada dupla do papel
filtro. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 7, onde na primeira linha e
segunda linha de cima para baixo estédo os papéis de 1,5 x 1,5 cm com dupla e simples
camada, respectivamente. Na terceira e quarta linha os papéis de 1,0 x 1,0 cm com
simples e dupla camada, respectivamente.
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Figura 7 - Teste de area e camadas

Fonte: Autoral (2021).

Apesar de comportar melhor os reagentes e amostra, a distribuigdo nao
uniforme nos testes com camada dupla dificultou o processo de medicdo dos
parametros RGB, algo nao observado no filtro de camada unica. Ainda assim,
observa-se a necessidade de escolher um material de gramatura adequada para a
impregnacao.

Quanto ao tamanho, observou-se que se a area de distribuicdo for muito
grande, um grande volume de reagente precisara ser imobilizado para que a reagao
apresente um resultado homogéneo em toda a regido analitica. Como nao ha controle
sobre a dispersao do reagente no papel, isso se da de forma desigual, ficando mais
concentrado em alguns locais, o que causa um resultado visual ndo coerente quando
a amostra é adicionada, impossibilitando a medic¢éo.

A forma do papel também mostrou ser um fator importante considerando os

diversos pontos de medi¢cao necessarios para a quantificacao, pois enquanto no papel
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quadrado ocorreu um acumulo da solugdo nas bordas, reduzindo a area de analise,

no papel redondo a distribuicdo se deu de forma mais uniforme.

Figura 8 - Reagao conduzida com: papel circular e papel quadrado

Fonte: Autoral (2021).

Zhang et al. (2019), onde um biossensor com diversas camadas foi elaborado
empregando a técnica de litografia para criar reservatorios para os reagentes e
condugao da amostra. Ja Soni et al. (2018) fizeram o uso da laminagado como técnica
de preparo, e entre as camadas preparadas, houve o emprego de um mesh para
auxiliar na distribuicdo da amostra, garantindo uma reagao de forma mais uniforme.

Assim, apesar de varios parametros de imobilizacdo terem sido observados e
otimizados, foi constatado que para efetivamente desenvolver um biossensor com os
reagentes imobilizados, ha a necessidade de empregar métodos mais robustos de
impregnacao.

Contudo, fixou-se como condig¢ao otimizada para continuidade dos estudos o
emprego do papel filtro de camada unica circular com diametro de 0,5 cm. Sobre este
foram imobilizados 10 pyL de urease misturada com o indicador vermelho de fenol.
Apods, 1 hora de secagem em dessecador os papéis resultantes foram empregados
para construcao das curvas de calibracdo e demais testes.

Além disso, foi observado que apos longos periodos de tempo entre a
impregnacgao e utilizagao, a alteragdo na coloragdo do reagente impregnado nao

correspondia com o observado em outros testes. Kurakay et al. (2005) estabelece que
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a resposta de biossensores € dependente na atividade enzimatica, e como constatado
por Jha et al. (2005), a urease € uma enzima instavel, sendo necessario entdo
conduzir estudos sobre a melhor forma de preparar o biossensor, além de fatores a

serem controlados no processo de modo que a enzima n&o seja inativada.

4.1.2 Projeto da cabine de captura

As diferengas de luminosidade, ponto focal e area de atingimento do flash
reforcaram a necessidade de projetar uma cabine de captura a fim de reduzir o efeito
destas interferéncias.

As dimensdes foram escolhidas fazendo um média de tamanho entre diversos
aparelhos celulares, assim como a distancia necessaria para que a camera possa
focar em determinado ponto.

Para tornar a cabine adaptavel aos diferentes posicionamentos de camera dos
aparelhos, foi projetado um trilho mével, de modo que o orificio que permite a captura
de imagens da parte interior da cabine possa ser movido de acordo com a
necessidade do usuario.

A impressao foi realizada em impressora 3D empregando o material PETG,
sendo a carcaga externa na cor preta a fim de evitar a interferéncia de luz externa
dentro da cabine. Para evitar interferéncias pela interagdo com a amostra, o corpo da
bandeja de amostra foi impresso na cor branca, e fixado na tampa utilizando adesivo
epoxi (sendo possivel também utilizar cianoacrilado).

Para garantir melhor aderéncia, as todas as pecas foram impressas com a
maior area plana em contato com a mesa. Nenhuma das pecas exigiu suporte de
impressao, com excessao do corpo principal (cabine), que deve ter suportes para as
aberturas (bandeja de amostra, conector da fonte e interruptor). Os parametros de

impressao recomendados foram resumidos no Quadro 1.



33

Quadro 1 - Parametros de impressao recomendados

Parametro Recomendacao
Material PETG, PLA, ABS
Velocidade (mm/s) 60
Altura de camada (mm) 0,2
Numero de paredes 3
Preenchimento (%) 20

Padrao de preenchimento

Grade ou zigzag

De acordo com o filamento (recomenda-se nao usar a

Temperatura temperatura minima do material, para que haja boa adesao
entre as camadas)
Raft Nao
Suportes Somente na caixa principal

Fonte: Autoral (2021).

Na tampa da cabine foi criado uma estrutura na qual uma pastilha de LED

branco (contendo 3 LEDs) foi fixada a fim de iluminar a gaveta de insercdo da amostra,

incidindo em um angulo de 45° (Figura 9). A conexao dos componentes do sistema de

iluminagéo da cabine foi feita utilizando fios de cobre, e utilizando um conector fémea

para a fonte de alimentagcédo de 12 A, acionada por um interruptor bola (20 mm).
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Figura 9 - Tampa de fechamento da cabine e fixagao do LED

Fonte: Autoral (2021).

Figura 10 - Projeto da cabine de captura, onde: a) carcaga; b) trilho mével com orificio de
captura; c) gaveta de insergao da amostra; d) suporte de apoio ao trilho; e) tampa com
estrutura para colagem da fita de LED; f) orificios de inser¢ao do conector da fonte; g) orificio
de insergao do interruptor

d)

Fonte: Autoral (2021).
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Figura 11 — Projeto finalizado

Fonte: Autoral (2021).

Figura 12 - a) Projeto impresso, e b) em funcionamento

Fonte: Autoral (2021).

Para avaliar o impacto na mudancga das condi¢des de iluminagao, construiram-
se curvas de calibragao no intervalo de 5 a 250 mmol/L de ureia, empregando as

condicbes de impregnacgao previamente otimizadas, sob condi¢bes de iluminagéo



36

externa e dentro da cabine. Os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 13 e

14, para a iluminagao externa e dentro da cabine, respectivamente.

Figura 13 - Curva de calibragédo construida com imagens sob influéncia de iluminagdo externa
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Fonte: Autoral (2021).

Figura 145 - Curva de calibragao construida com imagens capturadas na cabine
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Fonte: Autoral (2021).

Comparando as curvas de calibragao, observa-se que o canal B sofreu o
maior disturbio dentro da cabine, enquanto os parametros R e G passaram a ter um

melhor ajuste. Para compreender a influéncia no canal B, foram coletadas medidas
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de um pedaco de papel em branco dentro e fora da cabine, como sugerido por Nelis
et al. (2020), conforme a Tabela 4, que revelaram o canal como o mais afetado entre

os trés existentes.

Tabela 4 - Comparativo entre medidas dentro e fora da cabine

Parametro Dentro da cabine Fora da cabine Diferenca entre leituras

R (red) 184 185 1
G (green) 195 184 11
B (blue) 207 186 21

Fonte: Autoral (2021).

A tecnologia empregada nos LEDs, fonte luminosa da cabine, ainda nao é
capaz de reproduzir com fidelidade a cor luz branca devido a mistura de parametros
nos diversos canais necessaria para atingir a tonalidade desejada (MUTHU et al.,
2002), resultando em possiveis ganhos em algum dos canais, 0 que justifica os
resultados observados no experimento.

Devido a menor influéncia sofrida pela mudanca na iluminagao, sensibilidade
adequada para representar as mudancas de tonalidade, e, por consequéncia,
possibilitar a quantificagdo das concentragdes do analito, algo ndo observado no canal
R, fazem o canal G o mais adequado para emprego na quantificagao da ureia.

Uma distancia focal fixa (SUMRIDDETCHKAJORN, 2014), assim como a
diminuicdo de interferéncias de iluminagdo externa, e a propria variagdo entre as
intensidades dos flashes de diferentes aparelhos sido fatores cruciais a serem
controlados ao conduzir experimentos onde s&o coletados parametros de cor (RODA
et al., 2016). Nesse contexto, o projeto da cabine demonstrou ser efetivo em
estabelecer condicbes de analise controladas, reduzindo o impacto de parte das

variaveis envolvidas no processo.

4.2 CALIBRACAO

Para a construcdo da curva, uma solucdo de 500 mmol/L de ureia foi

preparada, e entdo diluida para produzir padrbes de trabalho nas seguintes



38

concentragdes: 5, 20, 50, 100 e 250 mmol/L, comportando a faixa de interesse em
que o analito é observado. Na Figura 15 encontram-se as curvas obtidas com as
imagens do celular Samsung Galaxy J5, celular de menor resolugao, antes do ajuste.
Apesar da linearidade e ajustes serem observados, a equagao da curva de calibragéo

nao obteve sucesso em informar corretamente a concentracao de ureia.

Figura 15 - Curva de calibracdo Samsung Galaxy J5
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Fonte: Autoral (2021).

E possivel observar que para a linha do canal azul ndo ha um bom ajuste do
modelo de regressao, o que resulta em desvios elevados entre a concentragao real e
o valor obtido pela equagédo da curva de calibragdo. Portanto, empregou-se uma
estratégia de correcdo, para tal, os codigos das cores correspondentes aos
parametros obtidos no celular com maior resolugéo (Samsung Galaxy M51) foram
utilizados para construir um gradiente de cores de calibragao (Figura 16), permitindo
que o usuario possa medir o desvio nos parametros coletados pelas imagens

capturadas por seu aparelho.
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Figura 16 - Gradiente de calibragao (5 — 250 mmol/L)

5 mmolfL 20 mmaolfL 50 mmaol/L 100 mmol/L 200 mmol/L 250 mmolfL

Fonte: Autoral (2021).

Os parametros medidos foram subtraidos dos parametros de referéncia, e
uma média da diferenca foi calculada para cada canal. A média foi adicionada a cada
medida de acordo com seu respectivo canal, e um novo grafico foi plotado (Figura 17).
As curvas obtidas deste novo grafico corresponderam as respectivas concentragoes,
mostrando a efetividade da corregcédo e a possibilidade de reproduzir o método em

celulares de menor resolugao, expandindo a aplicagéo.

Figura 17 - Curvas de calibragao do celular Samsung Galaxy J5 com valores corrigidos
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Fonte: Autoral (2021).

Posteriormente, procedeu-se o uso destas curvas de calibracdo para
quantificacao de ureia em amostras sintéticas. No entanto, os resultados obtidos nao

se aproximaram das concentracdes reais preparadas. Isso se deve a cinética da
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reacao e a decomposicao dos reagentes com o passar do tempo, conforme observado

por Yang et al. (2007).

Para contornar este efeito empregou-se o método da variagado, onde duas

imagens sao coletadas em um intervalo de tempo fixo para cada padréo, sendo a

diferenca de intensidade em cada canal dividida pelo tempo, obtendo-se uma taxa de

variacao para cada ponto que é empregada na construgao da curva de calibragdo. As

curvas de calibragao obtidas podem ser observadas na Figura 18.

Figura 18 - Curva de calibracao utilizando o método da variacao
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Fonte: Autoral (2021).

A Equacao 4 é referente a equagao encontrada para a curva de calibragcdo do

canal G, previamente escolhido como o canal de estudo, onde X é a concentragao

desconhecida, e Y o parametro de variagao na intensidade dos pixels.

Equacao 4 - Curva de calibragcédo G

y= —0,014 = In(x) — 0,1386

Fonte: Autoral (2021).
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O método demonstrou bons resultados dentro da faixa de interesse clinico, e a
similaridade nos resultados obtidos com o proposto por Soni et al. (2018) ao quantificar
ureia em amostras de saliva nas faixas de concentracdo de 10 a 1000 mg/dL,
demonstra a possibilidade de verificacdo para uma faixa maior de concentragoes,

elevando sua robustez.

4.3 VALIDACAO COM AMOSTRAS DE SUOR SINTETICO

Foi preparada uma solu¢do de 0,536 g cloreto de sodio e 16,6 mL acido
acético, e o pH foi ajustado para, aproximadamente, 6,6 pela adicdo de hidroxido de
amonio. A solugao foi avolumada para 100 mL com agua ultrapura, e entao dividida
em duas fragdes de 50 mL empregando pipetas volumétricas a fim de preparar duas
solugdes com concentragdes diferentes de ureia.

A primeira fragdo foram adicionados 0,1 g de ureia, resultando em uma
concentracao de 16 mmol/L, valor dentro da faixa para a concentracdo de ureia em
uma pessoa sem disturbios renais crénicos. De maneira analoga, aproximadamente,
0,7 g de ureia foram adicionadas a segunda fracao, resultando em uma concentracao
de 116 mmol/L de ureia, valor acima da faixa de concentracdo para uma pessoa

saudavel.

Tabela 5 - Parametros RGB das amostras de suor sintético

Amostra Variagao (Green) | Desvio padrao
Dentro do padrao -0,1743 0,001
Fora do padrao -0,2111 0,006

Fonte: Autoral (2021).

De acordo com a variagdo média, a concentragado para a amostra dentro do
padrao foi de 12,81 mmol/L e para a faixa fora do padréo 177,4 mmol/L. Devido aos
valores de concentracdo obtidos nao corresponderem exatamente ao valor real,
podemos concluir que o método necessita de alguns ajustes para fornecer resultados

quantitativos mais adequados. No entanto, o carater qualitativo e semiquantitativo do
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método se demonstrou efetivo, pois os valores se enquadram no intervalo

estabelecido para cada concentragdo, como observado na Tabela 6.

Tabela 6 - Intervalos de variagao para as concentragoes de ureia

Faixa contemplada (mmol/L) Intervalo
5-20 -0,1792 2 -0,1625
20 - 50 -0,1917 2 -0,1792
50 - 100 -0,2042 2 -0,1917
100 — 200 -0,2146 a -0,2042
200 - 250 -0,2153 2 -0,2146

Fonte: Autoral (2021).

Assim, o método proposto, apesar de necessitar de ajustes para apresentar
uma maior robustez, cumpriu seu objetivo possibilitando a analise do teor de ureia,
mesmo que de forma informativa a uma faixa de concentragdo, serve como indicativo
ao paciente de sua situagao de saude. Ainda, os custos para realizacdo desta analise
sdo extremamente baixos e a aplicagdo da metodologia € acessivel a qualquer tipo

de smartphone.
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5 CONCLUSAO

De forma geral, o carater qualitativo e semiquantitativo do método proposto no
trabalho foi validado, sendo uma ferramenta de analise com baixo custo, ampla
aplicabilidade, e grande potencial em ser empregada como biossensor para auxiliar
no diagnostico de disturbios renais cronicos. Faz-se necessaria a validagao clinica por
meio da comparagdo do desempenho do método em relagdo aos métodos oficiais

utilizados, empregando a sérum e o sangue.

Concluiu-se que para melhorar a capacidade quantitativa e sensibilidade do
método, melhorias na forma de impregnagao, buscando uma melhor distribuicdo dos
compostos reagentes no material impregnado, e melhor compreensdo sobre a

manipulacdo da enzima urease, sao necessarios para garantir medidas consistentes.

A cabine de captura proposta para eliminacdo de interferéncias externas
demonstrou ser um acessoério efetivo, pois proporciona um menor ruido no canal
estudado, melhorando as medidas e a acuracidade do método. Além disso, o baixo
custo de impresséo, aliado a disponibilizacdo do projeto na plataforma Thingverse na
modalidade open source, viabilizam a adesdao do meétodo por outras pessoas,

contribuindo para o aspecto social do trabalho.

No decorrer dos experimentos algumas melhorias no protétipo foram
observadas, como a necessidade de projetar um dispositivo para prender o celular a
cabine a fim de evitar movimentos acidentais da camera e consequente aumento do
ruido, e também uma abertura para possibilitar a inser¢do da amostra diretamente no
interior da gaveta, o que auxilia em métodos como o do slope. Essas mudancgas
podem ser adicionadas a plataforma de disponibilizagdo, sendo possivel atualizar o

protétipo conforme a necessidade.

Ainda, entre as oportunidades de pesquisa identificadas, ha o desenvolvimento
de um aplicativo que faga a coleta e calculo da curva de variacao, eliminando a
necessidade de usar aplicativos de terceiros, diminuindo a necessidade de

intervencao do usuario e consequente treinamento deste.

Também, o estudo da adaptacdo dos materiais de medigdo impregnados para
que possa ser criado um dispositivo a ser aderido na pele, buscando a viabilizagao da

coleta de forma passiva do suor.
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Por fim, a importancia do emprego da engenharia quimica como ferramenta de
transformacao, beneficiando a sociedade, fica explicitada no trabalho, mostrando que
iniciativas simples utilizando os conhecimentos adquiridos no decorrer da formagao

profissional, podem ter grande impacto na vida de muitos.
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