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Resumo

Com o aumento da populacdo mundial, hd um crescimento da demanda por producao
de alimento sem expandir as dreas cultivdveis. Nesse sentido, o uso de sensores na agricultura
de precisdo ajuda a otimizar a producdo e o uso de insumos monitorando localmente os
nutrientes das plantagdes dentro dos campos agricolas. Neste trabalho, usamos uma lingua
eletronica (e-tongue, do inglés electronic tongue) baseada em espectroscopia de impedancia
para reconhecer amostras de solo (arenoso e argiloso) distintas, enriquecidas com
macronutrientes. O dispositivo consiste em um conjunto de quatro unidades sensoriais
formadas por filmes fabricados por adsorcdo fisica (LbL, do inglés Layer-by-Layer)
depositados sobre eletrodos interdigitados (IDEs, do inglés, Interdigitated Electrodes)
fabricados via impressd@o 3D com um filamento comercial a base de grafeno. Os IDEs foram
fabricados em 20 minutos usando o processo de modelagem por deposi¢do fundida (FDM, do
inglés Fused Deposition Modeling) e filamentos comerciais de dcido polilatico (PLA, do inglés
Polylactic Acid) a base de grafeno. A lingua eletronica é formada por um IDE sem filme e trés
IDEs recobertos com filmes LbL de poli(cloreto de dialildimetilamdnio)/ftalocianina
tetrassulfonada de cobre (PDDA/CuTsPc), PDDA/argila montmorilonita de potdssio (MMt-K),
e PDDA/poli(3,4-etilenodioxitiofeno)-poli(sulfonato de estireno) (PEDOT:PSS). Amostras
controle de solos arenosos e argilosos foram enriquecidas com diferentes concentracdes dos
macronutrientes nitrogénio (N), fésforo (P), e potédssio (K). As 16 amostras de solo foram
simplesmente dispersas em d4gua na concentracio de 1 mg/mL e medidas utilizando
espectroscopia de impedancia elétrica com 25 mV de amplitude na faixa de frequéncias de 1 -
10° Hz, cujos dados foram analisados por Andlise de Agrupamento Hierdrquico (HCA, do
inglés Hierarchical Cluster Analysis) e Anélise de Componentes Principais (PCA, do inglés
Principal Component Analysis), com as unidades sensoriais posteriormente analisadas por
microscopia optica, microscopia eletronica de varredura com espectroscopia de raios-X por
dispersdo em energia e por perfilometria. Todas as amostras foram facilmente distinguidas sem
qualquer tipo de pré-tratamento, incluindo medidas realizadas em testes cegos, indicando a
viabilidade de eletrodos impressos nas andlises de lingua eletrénica para diferenciar a
fertilidade quimica de amostras de solo. Nossos resultados encorajam futuras investigacdes para

o desenvolvimento de novas ferramentas para auxiliar a agricultura de precisao.

Palavras-chave: lingua eletronica; andlise de solos; filme fino; espectroscopia de impedancia



Abstract

The increasing world population leads to a massive demand for food production without
expanding cultivable areas. In this sense, the use of sensors in precision agriculture aids to
optimize the crop production and use of supplies by locally monitor soil nutrients in agricultural
fields. In this work, we use an electronic tongue (e-tongue) based on impedance spectroscopy
to distinct soil samples (sandy and clayey) enriched with macronutrients. The device consists
of a set of four sensing units formed by films formed by physical adsorption (LbL, Layer-by-
Layer) deposited on interdigitated electrodes (IDEs). The IDEs were 3D-printed using a
graphene-based polylactic acid (PLA) commercial filament, being manufactured in 20 minutes
through the Fused Deposition Modeling (FDM). The e-fongue device is formed by a bare IDE
and three others covered with LbL films of poly(dialyldimethylammonium
chloride)/phthalocyanine tetrasulfonated copper (PDDA/CuTsPc), PDDA/potassium
montmorillonite clay (MMt-K), and PDDA/poly(3,4-ethylenedioxythiophene)-poly(styrene
sulfonate) (PEDOT:PSS). Control samples of sandy and clayey soils were enriched with
different concentrations of nitrogen (N), phosphorus (P), and potassium (K). Sixteen soil
samples were simply dispersed in water at 1 mg/mL and measured using electrical impedance
spectroscopy with 25 mV amplitude in the frequency range 1 - 10° Hz, whose data were
analyzed by Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and Principal Component Analysis (PCA),
with the sensing units later analyzed by optical microscopy, scanning electron microscopy with
X-ray spectroscopy by energy dispersion and perfilometry. All samples were -easily
distinguished without any kind of pre-treatment, including measurements performed in blind
tests, indicating the viability of electrodes printed in e-tongue analysis to differentiate the
chemical fertility of soils. Our results encourage further investigations into the development of

new tools to support precision agriculture.

Keywords: electronic tongue; soil analysis; thin film; impedance spectroscopy
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1. Introducao

A crescente demanda por alimentos com o aumento populacional em escala global traz
o desafio do avanco de produ¢do sem ampliar dreas de cultivo, como ilustrado na Figura 1.
Neste contexto, a agricultura de precisdo surgiu como alternativa a este problema, sendo de

extrema importancia para o Brasil, pois o agronegdcio garante 24% do PIB nacional [1].
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Figura 1. (a) Gréfico exibindo o aumento acentuado da produgdo de graos nas dltimas
décadas e o baixo crescimento da drea plantada e (b) grafico mostrando o crescimento
populacional nas dltimas décadas e estimativa para as proximas. Imagens adaptadas

respectivamente de [1] e [2].

Podemos observar na Figura 1a um aumento significativo da producdo de graos no
Brasil nos ultimos 40 anos, enquanto a drea plantada permaneceu praticamente constante.
Alguns dos fatores para esse aumento na produtividade, que permitiu que o Brasil passasse de
importador na década de 70 para um exportador de alimentos na atualidade, foram politicas
publicas especificas em pesquisa e desenvolvimento, que trouxeram avangos nas ciéncias,
tecnologias adequadas e inovacdes, extensao rural, crédito farto, controle de inflacdo e taxas de
cambio mais realistas, facilitando a atuacdo dos produtores com postura empreendedora,
investimentos em terra, equipamentos, gestdo, trabalho e maiores conhecimentos [1,3,4]. As
pesquisas realizadas pela Embrapa, universidades, instituicdes estaduais de pesquisa
agropecudria e a iniciativa privada, junto com extensdo rural, politicas publicas e
empreendedorismo, trouxeram técnicas de melhoramento genético, otimiza¢do do uso de
corretivos e fertilizantes, plantio direto, zoneamento de riscos climéticos, manejo de pragas e
plantas daninhas, mecanizagdo, sucessdo de até trés cultivos anuais na mesma area, etc. [1,3,4].
Esse avanco brasileiro estd vinculado ao crescimento populacional mundial, ilustrado na Figura

1b, que reforca a estimativa do aumento da demanda mundial por alimentos, no qual o Brasil
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tem um papel de destaque com uma parcela significativa na exportacdo de alimentos para os

proximos anos [1,4].

Para garantir uma fertilizacdo eficiente, hd a necessidade de uma caracterizacio prévia
do solo para mapeamento das areas deficientes em determinados macronutrientes. No entanto,
na maioria dos casos usa-se grandes quantidades de fertilizantes e defensivos agricolas para
aumentar a producdo de alimentos [4], contaminando o solo em longo prazo, além do aumento
de custos envolvidos (milhdes de reais gastos desnecessariamente com fertilizantes e
agrotoxicos). Nas caracterizagdes padrdoes do solo sdo feitas andlises quimicas para
conhecimento dos macronutrientes e suas proporcdes. Geralmente, s@o usados métodos
distintos dependendo do tipo de nutriente que estdo avaliando, como espectrofotometria de
absor¢do atdmica para Ca e Mg [5], extracdo com resina trocadora de ions para P e K [6], além
de um método complexo para detec¢do do nitrogénio total usando um bloco digestor e
destilador de Kjeldahl a vapor [5], com a utilizacdo de varios reagentes quimicos em todas essas
andlises. H4 também o uso de outros métodos como espectroscopia 6ptica, fluorescéncia de
raios-X, difratometria de raios-X, etc. [7], sendo algumas técnicas demoradas e caras, deixando
o agronegocio avido por sensores ou metodologias alternativas. Nossa proposta € testar uma
nova metodologia mais simples e barata que as convencionais para diferenciacdo de solos,
através de uma lingua eletronica [8]. Neste sentido, nosso trabalho abre espaco para
desenvolvimentos importantes relacionados a agricultura de precisdo, pois esse tipo de
sensoriamento poderd auxiliar futuramente em tomadas de decisdo rdpida para entrega

especifica de pesticidas e fertilizantes em regides com deficiéncia de macronutrientes.

Uma lingua eletronica é um sistema multissensorial que utiliza procedimentos
matematicos avangados para a caracterizacdo de liquidos complexos [9]. Brevemente, o
dispositivo é formado por um conjunto de unidades sensoriais ndo-especificas que acabam
formando uma “impressao digital” para cada solucio analisada [10]. Desta forma, podemos
analisar liquidos diferentes e obter um conjunto de resposta tinico através do padrao de resposta
formado para cada amostra, e a simplicidade desta metodologia tem estendido o uso deste
sensoriamento em diversas dreas [8,11]. Entretanto, existem poucos trabalhos na literatura
voltados para agricultura de precisdo utilizando lingua eletronica para andlise de solos.
Resumidamente, Braunger et al. aplicaram uma lingua eletronica microfluidica baseada em
espectroscopia de impedancia para discriminar amostras de solo enriquecidas com os
macronutrientes N, P, K, Ca, Mg e S [12], simplesmente diluindo as amostras em &4gua.

Mimendia et al. utilizaram eletrodos seletivos a fons (ISEs, do inglés lon-Selective Electrodes)



17

com uma ampla variedade de membranas de policloreto de vinila (PVC, do inglés Polyvinyl
Chloride) preparadas em laboratério formando uma e-fongue potenciométrica para distinguir
seis tipos de solo com diferentes propriedades fisico/quimicas utilizando redes neurais

artificiais (ANNSs, do inglés Artificial Neural Networks) [13].

Neste trabalho, utilizamos uma lingua eletrénica baseada em medidas de impedancia e
filmes ultrafinos como unidades sensoriais, que foram depositados sobre eletrodos
interdigitados (IDEs, do inglés Interdigitated Electrodes) fabricados por impressio 3D.
Utilizamos a técnica de automontagem por adsorcdo fisica (LbL, do inglés Layer-by-Layer)
[14] para nanoestruturacdo dos materiais [15], depositando os filmes LbL sobre a superficie dos
IDEs impressos em uma tnica etapa de processamento via modelagem por deposi¢ao fundida
(FDM, do inglés Fused Deposition Modeling), explicado mais adiante. A ideia principal foi
buscar uma alternativa simples, mais robusta e barata que as tecnologias convencionais
geralmente utilizam na fabricacdo das unidades sensoriais de uma lingua eletréonica. Nossa e-
tongue foi formada por quatro unidades sensoriais, utilizando uma impressora 3D totalmente
construida em nosso grupo de pesquisa para impressao dos IDEs, em colabora¢do com o Prof.
Varlei Rodrigues do IFGW (Instituto de Fisica “Gleb Wataghin”) — UNICAMP. Trés desses
eletrodos impressos foram recobertos com filmes LbL, sendo um deles mantido sem
recobrimento para comparagdes futuras. Os materiais utilizados para formacgao dos filmes LbL
foram escolhidos de trabalhos anteriores realizados em nosso grupo de pesquisa. Basicamente,
o critério de selecdo foi feito pelas caracteristicas elétricas distintas entre eles, de maneira a
favorecer a formacao da “impressao digital” dos liquidos analisados [10]. As amostras de solo
foram fornecidas pelo professor Lucas Rios do Amaral, da FEAGRI (Faculdade de Engenharia
Agricola) — UNICAMP, com a distin¢dao dos solos feita neste trabalho através de Andlise por
Agrupamentos Hierdrquicos (HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis) [16] e Anélise por
Componentes Principais (PCA, do inglé€s Principal Component Analysis) [16—18]. Também
foram feitas microscopias Optica e eletrOnica nas unidades sensoriais para identificagdo de
possivel contaminacdo cruzada, e perfilometria para observacdo da rugosidade dos IDEs com

os filmes.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Lingua eletronica

Como definido anteriormente, uma lingua eletronica € um sensor que capta informacdes
contidas em sistemas liquidos através de um sinal elétrico que pode ser analiticamente analisado
[19]. E composto por um conjunto de unidades sensoriais com baixa seletividade, tentando
imitar o sistema bioldgico, onde sinais sdo processados por métodos estatisticos ou
computacionais que auxiliam na identificacdo de padrdes [10]. Dependendo da complexidade
do sistema, podem ser métodos supervisionados como ANNSs, ou ndo supervisionados como o
PCA. Ambos os métodos supervisionados e ndo supervisionados se baseiam no fato de que
amostras do mesmo tipo sdo semelhantes, que existem diferencas significativas entre os
diferentes tipos de amostras e que o conjunto de medidas realizadas € capaz de detectar essas
semelhancas e diferencgas [16]. Nos métodos supervisionados cada amostra analisada € alocada
em uma classe pré-estabelecida, e essa informacao € utilizada durante a andlise dos dados e na
constru¢cao dos modelos de classificagdo; ja nos modelos ndo supervisionados, ndo € feito uso
dessa informacdo [16]. O sistema bioldgico ndo é capaz de identificar todas as substincias
existentes nos diferentes paladares que sentimos, mas consegue transformar uma grande
quantidade de informacdo gerada pelas papilas gustativas em padrdes de resposta que sao
facilmente interpretados pelo cérebro como doce, azedo, salgado, amargo e umami. Essa
habilidade unica de organizar grandes quantidades de dados sem a necessidade de

reconhecimento especifico nas papilas € conhecida como seletividade global [20].

A seletividade global € o conceito explorado em linguas eletrénicas, e nds aplicamos
esse conceito através de um conjunto de unidades sensoriais formado por eletrodos idénticos
sobre os quais sdo depositados materiais com composicdes quimicas distintas. A ideia é
transformar a diferenca de resposta entre as unidades sensoriais em uma “impressao digital” da
amostra. Desta forma, a informacdo pode ser processada utilizando técnicas estatisticas e
computacionais para a identificacdo de padrdes nas amostras analisadas. Na literatura existe
uma infinidade de aplicagdes com linguas eletronicas, nao s6 para alimentos e bebidas, mas

também para farmacos, solos, deteccdo de poluentes e pesticidas [12,13,21-33].

Existem vdrios tipos de lingua eletréonica na literatura, dependendo do tipo de medida
realizada [8,11,34,35], sendo a maioria baseada em medidas eletroquimicas (medidas que

podem ser efetuadas sob condicdes de equilibrio — corrente nula — com sensores
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potenciométricos, no caso da potenciometria, ou fora do equilibrio — com passagem de corrente
— com sensores amperométricos ou voltamétricos, no caso da amperometria e da voltametria
respectivamente). O sistema que usamos € impedimétrico e nossa motivagao tem sido o fato de
a espectroscopia de impedancia ser tdo sensivel quanto os métodos eletroquimicos, mas com as
vantagens de ndo precisar de um eletrodo de referéncia e os materiais que formam as unidades
sensoriais ndo precisarem ser eletroativos. Além disso, o tamanho do eletrodo de referéncia

pode vir a ser problemdtico em miniaturizagdes e rearranjos experimentais.

Neste trabalho, adaptamos uma lingua eletréonica para a andlise de solos enriquecidos
com diferentes macronutrientes, como uma prova de conceito para verificar a eficiéncia na
distin¢do destas amostras complexas (solos). Este € o primeiro passo para a criacdo de uma
ferramenta alternativa para andlise rapida, eficiente e com custo reduzido na andlise de solos,

em comparagdo as andlises tradicionais.
2.2. Construcao de uma lingua eletronica

Os eletrodos interdigitados que formam as unidades sensoriais da lingua eletronica
foram impressos em uma impressora 3D caseira CoreXY de dois bicos injetores, construida
com base no hardware aberto RepRap em nosso grupo de pesquisa pelo aluno de mestrado
Vladimir Gaal, em colaboragdo com o Prof. Varlei Rodrigues (IFGW, UNICAMP) [36]. As
impressoras 3D mais comuns t€m apenas uma extrusora, € os eletrodos poderiam ser fabricados
sem problemas nelas, mas aumentando o ndmero de extrusoras (duas no nosso caso),
diminuimos a necessidade de interven¢do humana durante o processo, além de reduzirmos o
tempo na fabricac@o. Essa impressora utiliza a tecnologia de FDM com um filamento condutor
biocompativel e biodegradavel a base de acido polilatico (PLA, do inglés Polylactic Acid). A
impressdo por FDM € uma técnica de manufatura aditiva, na qual um termoplastico derretido é
depositado sequencialmente camada a camada [37]. A foto da impressora utilizada e do
processo de FDM podem ser vistos nas Figuras 2a e 2b, respectivamente. O filamento condutor
usado foi um termopléstico comercial a base de PLA dopado com fibras de grafeno adquirido
da BlackMagic 3D (Graphene Supermarket, Ronkonkoma, NY, EUA). A parte do substrato
dos IDEs também € de um termopléstico comercial a base de PLA, usado por ser do mesmo
material do filamento condutor, além de ser biodegradavel [38]. Os IDEs planares consistem
nas extrusoras derreterem o PLA (uma delas o transparente e a outra o dopado com grafeno) e
aplicd-los camada a camada, com motores controlando os movimentos das extrusoras nos eixos

X € y e com uma mesa controlada por motores que a move até a altura desejada z, conforme a
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foto da Figura 2a. Os IDEs foram projetados com 3 pares de digitos com 9 mm de comprimento,
1 mm de largura e 1 mm de espagamento entre si, como pode ser observado na Figura 2c, e
comparado com um IDE de ouro fabricado por fotolitografia, exibido ao lado. Como ambos

materiais de PLA estdo derretidos, aderem um ao outro sem a necessidade de um agente

intermediario.

Figura 2. (a) Foto da impressora 3D utilizada, (b) esquema do processo de fabricacao
do eletrodo interdigitado por FDM [36] e (c¢) foto de um eletrodo interdigitado (IDE)

impresso e de um IDE de ouro fabricado por fotolitografia.

Na Figura 2c¢ temos a esquerda um IDE impresso na impressora 3D, onde a regido
transparente que forma a base do substrato do eletrodo € o PLA, e a regido preta € a parte
condutora formada por PLA com grafeno. Passamos tinta prata nas regides dos IDEs que serdo
conectadas aos equipamentos de medida para protecdo daquela drea e otimizagcdo do contato

elétrico.
Normalmente, eletrodos interdigitados sdo baseados em técnicas de microfabricacio
envolvendo fotolitografia, tendo como caracteristicas:
e Desenvolvimento das estruturas com resolucdo micrométrica;
e Producio em larga escala das pecas, mas envolvendo muitas horas de fabricagdo;

e Um substrato muito utilizado para os IDEs € o vidro, o que o torna fragil
particularmente ao nosso caso, se considerarmos que a proposta € poder levar o

dispositivo ao campo e deixd-lo ser manuseado por qualquer pessoa;
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e O interdigitado € feito de ouro, que se for contaminado precisaré ser descartado,

aumentando os custos de producio;

e E necessdria a utilizagdo de sala limpa, necessitando também de mao de obra

especializada e a geragdo de residuos quimicos;

e Toda a construcdo do IDE envolve vérias etapas de processamento.

Em contrapartida, com os IDEs impressos temos como caracteristicas:

Opcdo de vérios materiais tanto para o substrato quanto para as trilhas

condutoras que formam os IDEs;

e Os sensores sdo mais robustos (menos frageis) e personalizaveis (podemos
adequar os modelos dos dispositivos dependendo da demanda exigida, sem a

necessidade de fotomdscaras);

e Por utilizar apenas uma impressora 3D, ndo depende de sala limpa, mas possui

limitacdo de resolugdo (~ 500 um) devido aos bicos injetores utilizados;
e Todo o processo € feito em uma tnica etapa;

e E um processo bem mais barato que a fotolitografia, tanto em custo de mio de

obra, quanto de energia, equipamentos € materiais;

e Leva apenas alguns minutos para os eletrodos serem impressos.

Portanto, fizemos a impressao de quatro IDEs utilizando PLA transparente e PLA com
grafeno. Depois de impressos, constatamos através de medidas de impedancia em &4gua
destilada que todos os quatro eletrodos apresentaram resposta elétrica muito semelhante, como

observado na Figura 3.
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Figura 3. Griéfico da capacitincia real em funcdo da frequéncia para quatro IDEs em

agua destilada a 25 mV apo6s a impressao 3D.

Posteriormente, fizemos esfoliacdo quimica na superficie dos IDEs (comentado mais a
frente), um processo de limpeza para remocao de residuos na superficie dos IDEs, e em seguida
a deposic¢do dos filmes LbL sobre os eletrodos. A esfoliagdo quimica da superficie consiste em
deixar os IDEs em uma mistura de 194 mg de permanganato de potdssio (KMnO4), com 50 mL
de écido sulfirico (H2SO4) 1 M durante 3 horas no ultrassom [39]. O permanganato de potéssio
em meio 4cido separa folhas de grafite durante sua oxidacgao, e isso facilita a adsorcao de outras
espécies quimicas na superficie do IDE (no nosso caso, filmes LbL). Posteriormente, os IDEs
sdo lavados com 1 L de dgua ultrapura e solugdo de 25% de HoSO4 IM e 75% de H2Ox, para s6
entdo depositarmos os filmes LbL. Foi realizada espectroscopia de impedancia em dgua antes
e apos o tratamento quimico (esfoliacdo e limpeza) para verificacdo da mudanca da curva da
capacitancia pela frequéncia, resultado da mudanca na superficie do eletrodo de PLA dopado

com fibras de grafeno, e ilustrada na Figura 4.
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Figura 4. Espectro da capacitancia real em funcio da frequéncia de um eletrodo antes
e apos a esfoliacdo quimica e a limpeza dos IDEs, antes da deposicdo dos filmes LbL.

Medidas obtidas por um analisador de impedancias com 25 mV em dgua destilada.

Também foi feito um estudo prévio pelo doutorando Gabriel Gadl na sua dissertagdao
sobre as mudancas que esse tratamento quimico provoca nos IDEs. Resumidamente, a
espectroscopia Raman constatou a presenca de folhas de grafeno na regido condutora,
apresentando os trés modos vibracionais caracteristicos dos derivados de grafite, sem alteracdes
na razdo entre as intensidades da banda D e G antes e apos a esfoliagdo, concluindo que a
alteracdo na superficie foi mascarada pelo sinal do material intacto no interior [37]. J4 o XPS
comparativo entre antes e ap6s a esfoliagdo quimica confirmou a mudancga na superficie causada
pela esfoliacdo com permanganato de potdssio, que aderiu um pouco na superficie do eletrodo
(mesmo com a limpeza com peroxido de hidrogénio o permanganato ndo € totalmente
removido) e também pelo efeito oxidativo do permanganato, que interfere na formagdo da dupla
camada elétrica (que ocorre a baixas frequéncias) abrindo algumas ligacdes, causando o
surgimento de novas bordas nas folhas, observadas como um aumento do grupo dos
hidrocarbonetos [37]. Portanto, tal mudanca na superficie € observada como a diferenca entre

a curva vermelha e preta no grafico da Figura 4, referente aos valores de capacitincia.

A nanoestruturagdo de filmes sobre os IDEs foi obtida por meio da técnica LbL., que foi
escolhida devido a simplicidade na modificacdo da superficie de substratos em nanoescala,
utilizando interagdes intermoleculares ndo covalentes de polieletrdlitos de cargas opostas.
Brevemente, a técnica LbL consiste na adsor¢@o espontanea de materiais sobre uma superficie,

z.

sem necessidade de o substrato ter geometrias especificas para que a deposi¢do ocorra. E
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necessario que um equilibrio termodinamico de forgas intermoleculares (Coulombiana, ligacdo
de hidrogénio, van der Waals e interagdes entre cargas e dipolos) aconteca para que ocorra a
adsorcdo espontinea de materiais [14,15,40]. E um processo que ocorre de forma natural em
diversos sistemas bioldgicos, mas apenas na década de 1990 houve o desenvolvimento de uma
metodologia que permitisse isso de maneira controlada, feito por Gero Decher e colaboradores

[40], conforme ilustrado na Figura 5.

Polianion

Figura 5. Ilustracdo do processo de crescimento de um filme LbL com a adsor¢do de
multicamadas durante a fabricacdo dos filmes nanoestruturados. Figura adaptada de

[41].

Resumidamente, a técnica LbL consiste na imersao por um periodo de tempo especifico,
de um substrato s6lido em uma solug¢do aquosa contendo o material a ser adsorvido, formando
uma monocamada. Posteriormente, o substrato € imerso em um béquer com 4dgua para remover
o material fracamente adsorvido (processo de lavagem), para que este nio comprometa
adsorcdes futuras. E deixado para secar naturalmente e, em seguida, imerso em outra solugio
contendo material de carga oposta ao do material inicialmente adsorvido, favorecendo a
formacgdo de uma primeira bicamada. Com a repeti¢do do processo de lavagem, essa sequéncia
de adsor¢do pode ser repetida quantas vezes se desejar, permitindo o controle de espessura em

nivel molecular de filmes nanoestruturados, como ilustrado na Figura 5.
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Figura 6. Eletrdlitos e polieletrdlitos utilizados na constru¢do dos filmes ultrafinos
nanoestruturados: (a) ftalocianina tetrassulfonada de cobre (CuTsPc), (b) argila
montmorilonita de potassio (MMt-K), (¢) poli(3,4-etilenodioxitiofeno)-poli(sulfonato
de estireno) (PEDOT:PSS) e (d) poli(cloreto de dialildimetilamdnio) (PDDA).
Imagens adaptadas de [42,43].

As ftalocianinas (Figura 6a) sdo macromoléculas orginicas cuja formula geral €
Cs2Hi1sNsg e seus dtomos de hidrogénio centrais podem ser substituidos por um dtomo metalico,
levando a formacdo de ftalocianinas metdlicas. Essas macromoléculas possuem alta
estabilidade térmica e quimica, e estrutura eletronica conjugada que dd um caréter semicondutor

a este material [44].

As argilas montmorilonita ttm como férmula geral Mx(Al+xMgx)SisO20(OH)4 e sdo
estruturadas por camadas de duas folhas tetraédricas de silica intercaladas por uma folha de
alumina, que sdo ligadas por dtomos de oxigénio presentes em ambas as folhas. O
empilhamento dessas camadas € mantido por forcas polares relativamente fracas e por forgas
de van der Waals, e entre essas lamelas h4 lacunas onde residem cations [43]. Estes cations
podem ser trocados com outros cdtions presentes em solucdo aquosa sem que a estrutura
cristalina da argila se modifique, conferindo a argila propriedades de adsorcdo elevadas [45].
Normalmente, inserem-se moléculas organicas nessas lacunas para a fabricacdo das argilas
organofilicas, muito utilizada em nanocompositos poliméricos. Neste trabalho utilizamos a

argila ja dopada com K*, aqui denominada MMt-K (Figura 6b).

Os polimeros condutores reinem as propriedades dos polimeros convencionais (baixa
densidade, alta flexibilidade e elasticidade, cadeias longas...) [46] com as propriedades dpticas
e elétricas de metais e semicondutores [47]. A grande maioria destes polimeros era toxica e/ou
sofria degradacao das propriedades fisico-quimicas em atmosfera ambiente, até a descoberta do
PEDOT:PSS [47] (Figura 6¢). O PEDOT € um polimero conjugado carregado positivamente, e

o PSS é um grupo funcional carregado negativamente que o envelopa para tornéd-lo soltivel em
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dgua. O PEDOT:PSS tem as vantagens de ser transparente, flexivel, ter boa processabilidade

para formacdo de filmes e elevada estabilidade ambiental [47].

Brevemente, o sistema de lingua eletronica foi formado por um IDE sem recobrimento
(bare) e por trés IDEs recobertos com filmes LbL. de PDDA/CuTsPc, PDDA/MMt-K, e
PDDA/PEDOT:PSS, semelhante ao utilizado anteriormente em nosso grupo [12]. Para a
fabricacdo dos filmes LbL utilizamos os seguintes materiais: ftalocianina tetrassulfonada de
cobre (CuTsPc), argila montmorilonita de potdssio (MMt-K), poli(3,4-etilenodioxitiofeno)-
poli(sulfonato de estireno) (PEDOT:PSS) e poli(cloreto de dialildimetilamo6nio) (PDDA), e
suas estruturas quimicas estdo ilustradas na Figura 6. Todos os materiais foram adquiridos da
Sigma-Aldrich e dispersos em 4gua ultrapura produzida em um sistema Sartorius Arium
Comfort nas concentracdes 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 0,2 mg/mL, e 10 uL/mL, para CuTsPc, MMt-
K, PEDOT:PSS e PDDA, respectivamente, conforme estudos prévios de [12,48].

Estes filmes LbL possuem respostas elétricas distintas, sendo que o de PDDA/MMt-K
¢ praticamente isolante e possui capacidade de troca idnica com alguns materiais, enquanto o
de PDDA/CuTsPc tem caracteristicas semicondutoras € o de PDDA/PEDOT:PSS € condutor
(praticamente 6hmico). A escolha destes materiais veio de experiéncias anteriores em nosso
grupo de pesquisa, € 0 ponto essencial sdo as respostas elétricas diferentes para a construcao da

“impressao digital” das solucdes analisadas.

Depois de deixarmos as superficies dos IDEs impressos negativas com a esfoliacao
quimica, comec¢amos a nanoestruturacao dos filmes mergulhando inicialmente os eletrodos em
uma solucdo de PDDA (que possui carga positiva quando disperso em dgua). Em seguida,
fazemos a etapa de lavagem e por fim mergulhamos os IDEs no material de carga negativa
(solug¢do de CuTsPc a pH 8, solucdo de MMt-K a pH 3, ou solu¢do de PEDOT:PSS a pH 3,
dependendo de qual filme estivermos construindo) também por 10 minutos e repetimos esse
processo 50 vezes. Desta maneira, formamos os filmes ultrafinos (PDDA/CuTsPc)so,
(PDDA/MMt-K)s0, ¢ (PDDA/PEDOT:PSS)s0 sobre os IDEs, com 50 bicamadas depositadas
em cada. Esse nimero de bicamadas foi escolhido para manter relacdo similar entre o nimero
de bicamadas empregadas nos IDEs de ouro (3 bicamadas) e a altura dos interdigitados [12],
porque, até entdo, tinhamos referéncias de trabalhos com IDEs construidos por fotolitografia e
funcionalizados com esses mesmos filmes, mas com apenas 3 e 5 bicamadas. Como a geometria
dos IDEs de PLA € maior que a dos IDEs de ouro sobre vidro, foi feito uma regra de trés
relacionado a altura dos digitos e o nimero de bicamadas nos IDEs fabricados por fotolitografia

e recobertos pelo filme (PDDA/CuTsPc)s com a altura dos digitos dos nossos IDEs, e chegaram
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ao valor de aproximadamente 50 bicamadas. Para manter um padrdo entre todos os filmes,

utilizamos esse nimero de bicamadas em todos.

Todo o processo de deposi¢ao foi feito de forma automdtica através de um setup
desenvolvido no nosso grupo de pesquisa [49] controlado por Arduino, também em colaboragao
com o Prof. Varlei Rodrigues, que possibilita controlar o nimero de bicamadas, o tempo de
imersdo e as velocidades de imersdo e emersdo, minimizando a interven¢do humana durante o

processo de fabricac¢do dos filmes LbL.

Notamos pequenas diferengas nas medidas elétricas antes e apds a deposic¢ao dos filmes
LbL sobre os IDEs, quando imersos em dgua destilada, como mostrado na Figura 7. Essas
pequenas diferencas sdo atribuidas a natureza isolante das argilas montmorilonitas [43], ja que
CuTsPc e PEDOT:PSS apresentam comportamento semicondutor e condutor [44,47],
respectivamente. Importante salientarmos que as diferencas pequenas se devem a geometria

utilizada para os IDEs, uma limitacdo imposta pelo bico injetor da impressora FDM.
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Figura 7. Espectros da capacitancia pela frequéncia dos eletrodos depois da esfoliaciao
quimica e antes da deposi¢ao dos filmes LbL (em preto), em comparacao com medidas
de impedancia realizadas apés o recobrimento com os filmes (em vermelho) para
formagdo das unidades sensoriais de (a) PDDA/CuTsPc, (b) PDDA/MMt-K e (c)
PDDA/PEDOT:PSS. Medidas obtidas em 25 mV e em agua destilada.

2.3. Aplicacao da lingua eletronica na analise de solos
2.3.1. Amostras de solo

Existem na literatura muitas pesquisas sobre novas tecnologias para a agricultura de
precisdo [7,19,50]. Neste trabalho aplicamos a lingua eletronica na analise de macronutrientes
em amostras de solos. Essas amostras foram coletadas em uma érea de vegetacao nativa em
Campinas, a 20 cm de profundidade, para obter solo com fertilidade natural [6]. Elas foram
preparadas e previamente analisadas por nossos colaboradores da FEAGRI. Eles se utilizaram
de duas amostras controle com baixa fertilidade natural (sem macronutrientes adicionados, que
chamamos de A-000), sendo uma de solo arenoso e a outra de solo argiloso, que foram

separadas em vérios grupos. Em cada grupo foi adicionado um macronutriente em determinada
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quantidade, e as amostras foram codificadas como A-100, A-010, A-001, A-200, A-020, A-002
e A-222. Os macronutrientes incorporados foram nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K), e a
sequéncia numérica esté relacionada a adicao desses macronutrientes NPK em cada amostra,
sendo que o A (de amostra) foi adicionado para evitar confusdao com quantidades numéricas
pelo texto. Neste cddigo de amostras, O representa a menor concentracao (fertilidade natural,
ou seja, ndo foi adicionado aquele macronutriente ao qual se refere), 1 refere-se a concentragcdo
média (ou seja, foi adicionado um pouco daquele nutriente) e 2 estd relacionado as maiores
concentracdoes de macronutrientes. A quantidade de macronutrientes que foi efetivamente

fixada pelas amostras de solo estd apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo dos solos arenosos e argilosos quanto a disponibilidade de N,
P e K, de acordo com andlises quimicas tradicionais. As unidades de medida sdo

g.kg!, mg.dm™ e mmolc.dm™ para N, P e K, respectivamente.

Caédigo das amostras

(A-NPK) Solo Arenoso Solo Argiloso
A-000 -:4:0,9 -:5;0,8
A-100 378; 6; 1 994; 12; 0,6
A-010 406; 21; 0,9 917; 220; 0,7
A-001 462; 4; 4,7 924; 1; 4
A-200 379; 6; 0,9 994; 15; 0,4
A-020 364;314; 0,9 973;419; 1
A-002 378;4; 16 910; 1; 8,4
A-222 371; 126; 11,7 1057; 464; 7,3

A Tabela 1 apresenta os valores NPK de cada uma das amostras, de acordo com as
andlises quimicas feitas, antes das amostras nos serem repassadas. A adi¢do dos
macronutrientes foi feita de forma que as amostras com A-100, A-010 e A-001 receberam uma
quantidade que normalmente se utiliza para adubar o solo, enquanto as amostras A-200, A-020
e A-002 receberam uma quantidade de macronutrientes acima do normal. Entretanto,
observando a Tabela 1, percebemos que os solos argilosos estdo com valores mais altos
(principalmente de nitrogénio) do que os solos arenosos. Esse fato ocorre devido a propria
natureza do solo arenoso, que, mesmo sendo adubado com a mesma quantidade de

macronutrientes que o argiloso, possui fixacdo menor deles. A escolha dos macronutrientes
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NPK deve-se ao fato de estes serem 0s mais importantes para a agricultura [S1]. A distin¢do
entre os dois tipos de solos (arenoso e argiloso) também € importante, porque até entdo nunca
tinhamos comparado os resultados para saber se obtemos respostas semelhantes ou diferentes
com base em solos controle de origens distintas, ressaltando que as amostras sdo complexas

pela diversidade de matéria organica e inorganica naturalmente presentes em qualquer solo.

Devido a essa complexidade, podemos observar da Tabela 1 que, apesar do c6digo dado
indicar a quantidade relativa de nutrientes em cada amostra, os valores encontrados dos
macronutrientes por andlise quimica se revelam diferentes. Por exemplo, a amostra A-100
deveria ter uma quantidade intermedidria de nitrogénio adicionada e, para a amostra A-010, o
mesmo deveria ocorrer para fésforo. No entanto, nos solos arenosos, A-010, além de ter mais
P, possuem um pouco mais de N do que A-100. Outro exemplo é a amostra arenosa A-002, que
tem mais N que a A-222, além de ter bem mais potdssio, ao invés de ter uma quantidade similar.
Essas e outras diferencas, apesar de parecerem pequenas, apareceram como fatores importantes

nas andlises multivariadas que apresentaremos mais a frente.

Depois de analisarmos as amostras de solo apresentadas na Tabela 1, o Prof. Dr. Lucas Rios do
Amaral (FEAGRI, UNICAMP) enviou 6 outras, identificadas como: 1A, 2A, 3A, 4A, 5A e 6A.
O objetivo foi realizar um “teste cego”, no qual utilizamos a mesma metodologia empregada
na andlise das amostras anteriores, porém, sem sabermos quais eram os nutrientes € em quais
quantidades estavam nessas novas amostras, com o intuito de provarmos que, mesmo sem
identificacdo, conseguimos a distingdo de amostras através de um procedimento relativamente
simples. Apenas apds terminarmos as medidas € que nos foi dada as especificacdes das

amostras, ilustradas na Tabela 2.
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Tabela 2. Composi¢do dos solos adquiridos para o teste cego, de acordo com anélises
quimicas tradicionais. CTC: capacidade de troca de cétions. Saturagdo: correspondente

a umidade do solo.

Argila P pH K Ca Mg CTC Saturacao S
Amostras g/kg mg/ mmol/ mmol/ mmol/ mmold/ % mmolc/
dm?® dm?® dm’ dm? dm? dm?
1A 31 8 49 13 17 8 41,4 64 11
2A 32 26 53 23 41 15 77,5 75 17
3A 158 6 51 06 15 11 47,8 56 20
4A 165 6 5,1 1,7 20 11 51 65 25
SA = amostra 2A
6A = amostra 3A

2.3.2. Espectroscopia de impedancia

A espectroscopia de impedancia (IS, do inglés Impedance Spectroscopy) € uma técnica
bastante usada para a andlise e caracteriza¢do de materiais, avaliando a impedancia do sistema
em funcdo da frequéncia aplicada. Um sinal alternado (AC, do inglés Alternating Current) é
aplicado pelo Analisador de Impedancias acoplado a uma interface dielétrica, possibilitando
medidas precisas da impedancia de materiais em uma faixa ampla de frequéncias (geralmente
de 1 uHz a 32 MHz nos impedancimetros comerciais). A andlise da impedancia em funcio da
frequéncia permite a identificagdo das interagdes que ocorrem na interface eletrodo/eletrolito,
através da andlise de circuitos elétricos equivalentes. Simplificadamente, as interacOes entre 0s
filmes LbL depositados sobre os IDEs que formam as unidades sensoriais e os sistemas liquidos
analisados aparecem na regido de kHz [11,52]. Neste trabalho, apresentaremos as medidas de
impedancia como a capacitancia real (caracterizada por valores negativos da fase da
impedancia) em fun¢do da frequéncia para mantermos o mesmo procedimento adotado por
nosso grupo de pesquisa em trabalhos anteriores [12], além do fato de nossas unidades
sensoriais serem capacitores planos (podem facilitar simulagdes em circuitos elétricos

equivalentes, mas ndo € o foco desta dissertacdo).

As analises consistem em dispersar cada amostra de solo em dgua ultrapura (Sartorius,
modelo Arium Comfort I) na propor¢ao de 1 mg/mL, colocar essa dispersdao em agitacdo em

ultrassom por meia hora para melhor solubilizar a amostra em &4gua e deixd-la esfriar.
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Posteriormente, as medidas elétricas sdo feitas em temperatura ambiente com o analisador de
impedancias Solartron (modelo 1260A) acoplado a uma interface dielétrica (modelo 1296A),
com 25 mV de amplitude na faixa de frequéncias de 1 - 10° Hz. Realizamos a imersdo das
unidades sensoriais em cada dispersdo, conectamos o eletrodo ao analisador de impedancia, e
utilizamos um agitador magnético para evitar que o solo decante na dispersdo durante a
aquisicdo de dados, sempre realizada em triplicata e em medidas independentes (mencionadas
abaixo). Antes e apds um conjunto de medidas em cada amostra de solo, em cada unidade
sensorial, realizamos medidas em dgua destilada para observar se a resposta elétrica continua a
mesma ou se houve algum indicio de contaminacdo cruzada. Caso ocorram indicios de
contaminagio, deixamos a unidade sensorial imersa em dgua por mais tempo para limpa-la. E
utilizada dgua destilada para essa verificagdo porque sua resposta elétrica € mais estdvel do que

aquelas obtidas com dgua ultrapura.

Portanto, as medidas elétricas foram realizadas com as amostras de solo dispersas em
dgua sob agitacao constante e ndo-turbulenta, com as unidades sensoriais imersas na dispersao
formada. Todas as 16 amostras de solo (8 solos arenosos e 8 argilosos) foram medidas em
triplicata com as 4 unidades sensoriais, resultando em 192 medidas independentes. A Figura 8
ilustra a configuracdo experimental para o sistema de lingua eletronica aplicada em andlises de

solo.

| — —
A_—

"

(b)

Figura 8. (a) Zoom na unidade sensorial de PDDA/CuTsPc em um béquer com uma
amostra de solo em dispersdo aquosa e (b) montagem experimental usada para as

andlises de impedancia da lingua eletronica.

Ap6s a aquisicdo dos dados da capacitancia, utilizamos o HCA para a andlise do
agrupamento das medidas em triplicata de cada amostra. O HCA ¢ um método estatistico

multivariado de reconhecimento de padrdes capaz de reduzir a dimensionalidade dos dados de
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grande porte, e a sua principal finalidade € reunir amostras de tal modo que aquelas pertencentes
a um mesmo grupo sejam mais parecidas entre si do que com as amostras dos outros grupos
[16]. Para isso, € utilizada uma técnica aglomerativa que enxerga cada objeto (ou, no nosso
caso, cada medida) como um grupo unitério e faz o célculo da distancia Euclidiana (no nosso
caso, medidas da capacitancia em 1 kHz, a mesma frequéncia utilizada depois na constru¢ao do
PCA) entre todos os grupos unitérios para descobrir quais sao os dois grupos mais semelhantes
entre si (com a menor distincia Euclidiana entre eles). Ele agrupa os dois objetos mais
semelhantes em um mesmo grupo, € novamente faz o célculo entre todos os grupos, até ter
agrupado todos os objetos em um dnico grupo. Existem diferentes escolhas para qual métrica
utilizar e qual técnica de agrupamento, mas sempre € aconselhdvel utilizar a que melhor se
ajusta aos dados. Sua representagdo ¢ através de um dendograma (ou “arvore”), no qual o
comprimento de cada “ramo” esta relacionado com a semelhanca entre aquele grupo. Quanto
menor 0 ramo, mais semelhantes os dois grupos ligados por ele, e quanto maior, mais diferentes
sdo as amostras. Adicionalmente, os dados também foram reduzidos dimensionalmente por
PCA. O PCA € um método estatistico amplamente utilizado no reconhecimento de padrdes para
reduzir a dimensionalidade de um conjunto de dados brutos, facilitando a visualizacdo da
informacdo. Este método consiste em reescrever as coordenadas de um conjunto de dados (a
matriz de entrada) em um novo sistema de eixos ortogonais, chamado Componentes Principais.
As novas coordenadas (scores) surgem da combinacao linear das varidveis originais e, portanto,
esses dados podem ser representados por um nimero menor de fatores descritivos, reduzindo o
tamanho do conjunto analisado, com perda minima de informacdo [16—18]. Aqui, n6s usamos
a parte real da capacitancia, C, e os graficos PCA foram obtidos a partir de C em uma frequéncia
fixa (1 kHz) para cada uma das unidades sensoriais, pois ja foi feito um estudo no grupo [12]
no qual foi verificado que, para um sistema similar ao apresentado nesta dissertacdo, kHz € a

regido de frequéncia ideal para minimizar perda de informacao [53].
2.3.3. Limite de deteccao

Também foram calculados os limites de deteccdo (LD) de duas unidades sensoriais (IDE
sem filme e recoberto com PDDA/PEDOT:PSS) para quatro amostras de solo (A-000 e A-002,
para ambos 0s solos arenosos e argilosos). O limite de detec¢do € considerado como sendo a
menor concentracdo, ou quantidade, que um elemento pode ser medido por um determinado
instrumento. Fizemos as medidas elétricas nas amostras de solo dispersas em diferentes

concentracoes, de 0,1 a 1,0 mg/mL, para avaliar o LD do sistema de lingua eletronica baseado
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em eletrodo impresso via impressdo 3D. O LD foi calculado de forma semelhante a literatura
[54,55] como LD = (3 x o)/b, sendo ¢ o desvio padrdo das medidas e b a inclinag¢do da curva

de calibragao (ajuste linear).

2.3.4. Outras caracterizacoes

Depois de realizadas as andlises dos solos, fizemos medidas de microscopia dptica com
um microscépio Leica, modelo IC80 HD no laboratério de microfabricacdio no
LNNano/CNPEM, perfilometria com o equipamento Perfilometro/Rugosimetro — Dektak 150
do LAMULT e microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de raios-X por
dispersdo em energia (EDS, do inglés Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) com um
microscopio eletronico de varredura Jeol, JSM-6010, em colaboragdo com a Profa. Dra.
Elidiane Cipriano Rangel, do laboratério de Plasmas Tecnoldgicos da Unesp de Sorocaba.
Essas andlises foram realizadas nas quatro unidades sensoriais (IDE sem recobrimento,
PDDA/CuTsPc, PDDA/MMt-K e PDDA/PEDOT:PSS) para observarmos alguns de seus

aspectos fisicos.

3. Resultados e Discussoes

3.1. Medidas elétricas

As diferencas entre as respostas elétricas das unidades sensoriais foram importantes para
observarmos disting¢do entre amostras de solos arenosos e argilosos, ilustrado na Figura 9 apenas
para a unidade sensorial PDDA/PEDOT:PSS. Importante ressaltarmos que esse mesmo tipo de
comportamento foi observado nas outras trés unidades sensoriais, ou seja, as curvas se
diferenciam dentro de uma faixa de frequéncia, mas, visualmente, € dificil observar a separagcdo
entre as amostras, motivo pelo qual utilizamos recursos estatisticos € computacionais para a

analise dos dados.
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Figura 9. Espectros da capacitancia real pela frequéncia para a unidade sensorial
PDDA/PEDOT:PSS para uma medida de cada solo (a) arenoso e (b) argiloso,
totalizando os 16 tipos de solo, em dispersao aquosa de 1mg/mL em 4gua ultrapura
utilizando um analisador de impedancias aplicando um sinal senoidal de 25 mV de

amplitude.

Com relacdo a reprodutibilidade, as Figuras 10 e 11 indicam trés medidas
independentes, ou seja, para cada medida foi utilizada uma parte diferente da dispersdo da
amostra de solo em 4gua, em cada uma das quatro unidades sensoriais imersas em amostras de
solos arenosos e argilosos enriquecidas com uma maior quantidade de macronutrientes (A-222,
de acordo com o cddigo apresentado na Tabela 1). Mesmo em uma concentragdo mais elevada,
que poderia levar a contaminacdo cruzada ou saturagdo das unidades sensoriais, observamos
boa reprodutibilidade das medidas obtidas com os eletrodos impressos 3D para avaliagdo das
amostras de solo. Temos praticamente o mesmo resultado, em trés medidas independentes para
as 4 unidades sensoriais em todas as 16 amostras analisadas, considerando ainda o fato de que
a geometria dos IDEs impressos ndo € uma das mais sensiveis (separacdo de 1 mm entre os

digitos) quando comparada com sensores semelhantes na literatura (separacdo entre digitos na

ordem de pum).
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Figura 10. Espectros de capacitancia versus frequéncia para a amostra de solo arenoso

A-222 medidos com as unidades sensoriais (a) IDE bare, (b) PDDA/CuTsPc, (c¢)
PDDA/MMt-K e (d) PDDA/PEDQOT:PSS, todas em dispersao aquosa de 1 mg/mL em

dgua ultrapura utilizando um analisador de impedancias aplicando um sinal senoidal

de 25 mV de amplitude.
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Figura 11. Espectros de capacitincia versus frequéncia para a amostra de solo argiloso
A-222 medidos com as unidades sensoriais (a) IDE bare, (b) PDDA/CuTsPc, (c¢)
PDDA/MMt-K e (d) PDDA/PEDOT:PSS, todas em dispersao aquosa de 1 mg/mL em
dgua ultrapura utilizando um analisador de impedancias aplicando um sinal senoidal

de 25 mV de amplitude.

Se temos contaminacdo cruzada, aparentemente nao estd influenciando nossas
medigdes, pois a Figura 12 ilustra medidas em dgua destilada que foram intercaladas antes e
apos usarmos as unidades sensoriais em algumas anélises de solos argilosos dispersos em dgua
ultrapura em 1 mg/mL. Os eletrodos sdo limpos entre as medi¢des das amostras para evitar uma
possivel contaminagdo e, em seguida, realizamos as medidas apenas em dgua destilada para
constatar se as medidas elétricas antes e apds cada amostra analisada sdo reprodutiveis. A
Figura 12 indica que ndo temos uma mudanga significativa no comportamento das curvas, o
que nos sugere nao haver contaminac¢do cruzada nas unidades sensoriais. Os mesmos resultados

da Figura 12 foram observados também para os outros solos, tanto argilosos quanto arenosos.



10'6 T T T T T
—&— Antes A-002
PR . —e— Apés A-002
& 10 —4— Antes A-020 3
= —v— Apés A-020
g 10k —o— Antes A-200 |
= —<— Apés A-200
9
=
g 10°F
k3]
]
% 10
o 10
IDE bare
10-11 il il il 1
10° 10' 10’ 10° 10* 10° 10°
(a) Frequéncia (Hz)
10'6 T T T T T k!
—&— Antes A-002
_ 4 —e— Apés A-002
= 107¢ —4a— Antes A-020 3
= —w— Apos A-020
£ 10°f —&— Antes A-200 ]
= —<— Apés A-200
[}
<§ 10-9 L
N
‘S
]
& 1
o 10
PDDA/MMt-K
10-11 1 1 1 1 1
© 10" 10 100 100 100 10° 10°

Frequéncia (Hz)

38

T T T T T
—&— Antes A-002

~ 107 —&— Apés A-002 ]
= —4A— Antes A-020
= —v— Apés A-020
£ 10tk —&— Antes A-200 -
= —<4— Apés A-200

E

S 107f

k)

g

< 10-10 |

o

PDDA/CuTsPc
10-11 1 1 il 1
(b) 10° 10' 10’ 10° 10* 10° 10°
Frequéncia (Hz)
T T T T T
—=&— Antes A-002

— 107 —e— Apés A-002 ]
= —a— Antes A-020
:‘3 —v— Apos A-020
& 10°F —&— Antes A-200
= —<— Apés A-200

&
g 10°F
2

g

S 10"F
&)

PDDA/PEDOT:PSS
10-11 1 1 il 1 -

) 10° 10' 10’ 10° 10* 10° 10°

Frequéncia (Hz)

Figura 12. Espectros da capacitincia em funcio da frequéncia em dgua destilada antes

e apds as medidas em triplicata dos solos A-002 (maior concentracdo de potdssio), A-

020 (maior concentracdo de fésforo) e A-200 (maior concentracdo de nitrogénio),

todos argilosos, utilizando as unidades sensoriais (a) IDE bare, (b) PDDA/CuTsPc,
(c) PDDA/MMt-K e (d) PDDA/PEDOT:PSS, todos utilizando um analisador de

impedancias aplicando um sinal senoidal de 25 mV de amplitude.

3.2. Analise por métodos estatisticos

A Figura 13 apresenta os graficos HCA e PCA dos dados da capacitancia em 1 kHz

para amostras de solo arenoso enriquecidas com quantidades distintas de N, P e K (conforme

o cédigo apresentado na Tabela 1). As cores estdo uniformizadas entre os graficos HCA e

PCA para facilitar comparacdes.
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Figura 13. (a) Dendograma obtido para a capacitiancia em 1 kHz das andlises dos solos
arenosos diluidos em dgua ultrapura em 1 mg/mL, (b) zoom no dendograma para
melhor visualizagao do agrupamento das amostras e (¢) PCA em 1 kHz dessas mesmas
medidas das amostras de solo arenoso, obtidas com um analisador de impedancias

aplicando um sinal senoidal de 25 mV de amplitude.

O dendograma (Figuras 13a e 13b) indica uma boa separacdo das amostras de solo,
confirmadas no PCA (Figura 13c). O uso de apenas duas Componentes Principais no PCA
(Figura 13c) engloba 93,5% da informacao total coletada (PC1 + PC2) pelo conjunto de solos
arenosos. Além disso, a maior parte da informacgdo estd concentrada na Primeira Componente
Principal (PC1), com 78,1%. Isso implica que temos 78,1% de chance de separarmos as
amostras olhando apenas para o “eixo x” na Figura 13. Conseguimos também um bom
agrupamento dessas amostras quando levamos em consideracdo a Terceira Componente
Principal (PC3), em um gréfico tridimensional, exibido na Figura 14. Pode-se observar na
Figura 13c que as amostras A-100 e A-010 (quantidades intermedidrias de nitrogénio e foésforo
adicionadas, respectivamente) ndo se agrupam tao bem quanto as outras, € 0 mesmo € observado
no HCA (curvas vermelho e verde), em que as ramificacdes estdo mais longas do que todas as

outras. Ja as amostras A-200 e A-020 (cores ciano e magenta) representam as amostras com
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grande quantidade de nitrogénio e potdssio, respectivamente, estio bem perto uma da outra no
PCA e em um teste cego poderiam ser consideradas uma mesma amostra. O mesmo
comportamento € observado no HCA, onde a préxima ramificacdo a se formar é exatamente
com essas duas amostras, ou em outras palavras, se quiséssemos encontrar apenas 7
agrupamentos de solo, as amostras A-200 e A-020 seriam consideradas iguais. De acordo com
a Tabela 1, a principal diferenca entre elas é a quantidade de fsforo fixado no solo, uma vez
que ndo foi adicionado potdssio em nenhuma delas, e a quantidade de nitrogénio em A-200

estava apenas ligeiramente maior que na amostra A-020.

5 ° Solos arenosos | NPK

2 ‘ “ 000

? ‘ ? 100 \ 100
‘ 010
001
200
020
002
222

(°%)‘9) €2d

00T 00€

Figura 14. Grifico de PCA tridimensional em 1 kHz das amostras de solo arenoso,
obtidas com um analisador de impedancias aplicando um sinal senoidal de 25 mV de

amplitude.

Na Figura 14 as cores sdo correspondentes as utilizadas no PCA da Figura 13c, e as
amostras continuam com boa separacao, com apenas os solos A-100 e A-010 na regido positiva
do PC3, mas observa-se que a Terceira Componente Principal contribui apenas com 6,1% de
informacao, valor muito baixo para uma terceira componente para ser levado em consideracao
em um grafico PCA, como nos préoximos PCAs mostrados mais adiante, motivo pelo qual

decidimos ndao mostrar mais PCAs tridimensionais.

Fizemos a mesma andlise de dados com as amostras de solo argiloso, obtendo os

graficos da Figura 15. Em ambos os dendogramas (Figuras 13a e 15a) podemos constatar um
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grande agrupamento das amostras em dois conjuntos, um deles o das amostras A-002 e A-222,
que sdo as que possuem maior fertilidade, e o outro com o restante das amostras. Pelas Figuras
13b e 15b (zoom dos dendogramas) observamos que todas as amostras formaram agrupamentos
distintos, ou seja, cada grupo de trés medidas independentes de uma mesma amostra foram de
fato agrupadas como uma mesma amostra. Esses resultados corroboram as andlises dos PCAs.
A Figura 15c¢ ilustra que apenas duas primeiras Componentes Principais englobam 97,5% da
informacdo total coletada pelo conjunto de solos argilosos, sendo que a maior parte da
informacao estd concentrada na Primeira Componente Principal (PC1), com 95,4%, ndo sendo

necessdrio observarmos a Terceira Componente.
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Figura 15. (a) Dendograma obtido para a capacitancia em 1 kHz das andlises dos solos
argilosos diluidos em &4gua ultrapura em 1 mg/mL, (b) zoom no dendograma para
melhor visualiza¢do do agrupamento das amostras e (¢) PCA, também em 1 kHz, das
amostras de solo argiloso, obtidas com um analisador de impedancias aplicando um

sinal senoidal de 25 mV de amplitude.

Em uma vista mais geral dos graficos de PCA (Figuras 13c e 15c¢), independentemente

da textura do solo (arenoso ou argiloso), podemos ver que as amostras controle (A-000) estao
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mais a esquerda, ou seja, possuem os menores valores para PC1, enquanto as amostras A-002
e A-222 estdo nos valores mais altos para PCl. Esses dados sugerem que a Primeira
Componente Principal pode estar relacionada com a fertilidade do solo, considerando que as
amostras de solo com o cédigo A-222 sdo aquelas que supostamente possuem um maior teor
de N, P e K simultaneamente na mesma amostra. A amostra A-222 do grupo argiloso (Figura
15¢) aparece oposta a amostra controle (em relagdo a PC1), mas, na Figura 13c, a A-002 esta
na extremidade positiva do grupo arenoso. Com base na Tabela 1, a amostra A-222 do grupo
arenoso apresenta quantidades de N e K ligeiramente inferiores as da amostra A-002, o que

pode levar as alteracdes observadas na posi¢ao observada em PCI.

Para ambos os grupos de solo (arenoso e argiloso), a andlise PCA também foi capaz de
distinguir as amostras de solo com diferentes quantidades de um mesmo macronutriente. Para
ilustrar, amostras com teores intermediarios e altos de N (A-100 e A-200), P (A-010 e A-020)
e K (A-001 e A-002) foram agrupadas em regides distintas nas Figuras 13c e 15c. Portanto, a
partir dos graficos PCA pode-se ver claramente que esse sistema distingue todas as amostras de
solo ndo apenas com macronutrientes distintos, mas também considerando amostras que t€m

quantidades diferentes de um mesmo nutriente.

A andlise para o grupo de solos argilosos foi replicada com 2 anos de diferenca. Os solos
utilizados em 2017 foram obtidos da FEAGRI e armazenados em temperatura ambiente por
alguns meses em potinhos até as medidas serem realizadas. J4 os de 2019 foram obtidos também
em 2017 da FEAGRI, mas foram armazenados em saquinhos. Ambos os lotes ficaram ao abrigo
de luz, calor e umidade. Ressaltando que temos uma comparacdo de tempo, no qual a
quantidade de matéria organica pode variar, e considerando ainda duas pesquisadoras distintas
conduzindo medidas independentes com as mesmas amostras e seguindo 0 mesmo protocolo
de medida, os resultados ainda apresentam boa reprodutibilidade, como ilustrado na Figura 16.
Além da boa reprodutibilidade, também foi um bom indicador da vida util do sistema de lingua
eletronica apresentado aqui. Os resultados indicaram que a PC1 corrobora a informacdo da
fertilidade do solo na Tabela 1, com maiores alteracdes observadas para o nitrogénio e,

principalmente, para o potéssio, sendo menos sensivel ao teor de fésforo.
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Figura 16. PCAs obtidos em 1 kHz dos solos argilosos. (a) Resultados adquiridos em
2017, com outra pesquisadora, mas utilizando o mesmo procedimento e (b) resultados

obtidos por nés, em 2019.

Como o tempo entre as analises dos solos influencia os resultados, e as medi¢des foram
feitas inicialmente nas amostras com baixa concentragdo de macronutrientes,
independentemente de serem de solo arenoso ou argiloso, com um intervalo de alguns meses
entre estas e as andlises realizadas com as amostras com alta concentracdo de macronutrientes,
fizemos andlises multivariadas distintas para cada um desses dois grupos. A Figura 17 ilustra

as andlises feitas com as amostras com baixa concentragdo de macronutrientes.
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Figura 17. (a) Dendograma obtido para a capacitincia em 1 kHz das andlises das
amostras de solo com baixa concentracao de macronutrientes, em dispersdo aquosa de
1 mg/mL, (b) zoom no dendograma para melhor visualizacdo do agrupamento das

amostras e (¢) PCA, também em 1 kHz, das amostras de solo com baixa concentragao.

O dendograma da Figura 17a apresenta o agrupamento de todas as amostras,
diferenciando-as umas das outras. Na Figura 13b observamos que as amostras de solo arenoso
com nutrientes (A-100, A-010 e A-001) se agrupam um pouco menos que as outras, e no PCA
da Figura 17c é mais perceptivel que a amostra A-100 de solo arenoso € a que menos se agrupa
em comparacdo com as outras. Ainda assim, independentemente das concentracdes dos
macronutrientes utilizados (N, P e K), podemos observar na Figura 17 que hd uma boa distin¢ao
entre todas as amostras, tanto pelos macronutrientes adicionados como pelo tipo de solo,
indicando a viabilidade da proposta. E um resultado importante, pois foi a primeira anélise com
esses solos que fizemos e nao sabiamos se este tipo de sensoriamento teria a sensibilidade para

diferenciar amostras tdo complexas pela diversidade de matéria organica e inorganica existentes

no solo.
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Posteriormente, as amostras com alta concentra¢do de macronutrientes foram analisadas

juntamente com as amostras controle, ilustradas na Figura 18. O dendograma da Figura 18

agrupou razoavelmente as amostras de solo, assim como o PCA, com 99,5% de informacdo nas

duas primeiras Componentes Principais. Quando visualizamos a Figura 18b, observamos que

apenas as amostras A-222 de solo arenoso e A-002 de solo argiloso ndo estdo agrupadas de

forma a se diferenciarem. O dendograma juntou uma amostra A-002 (com alta concentragdo de

potdssio) com as outras trés A-222 (com alta concentragdo dos trés macronutrientes). Nas

Figuras 18c e 18d podemos observar que essas amostras estdo bem préximas uma da outra e

que seriam consideradas como um Unico agrupamento se fosse um teste cego. De uma maneira

mais geral, observamos na Figura 18c que apenas as amostras com grande quantidade de

potassio ficaram a direita do grafico de PCA, independente de terem bastante ou pouco

nitrogénio e fosforo, e, a extrema esquerda ficaram as amostras controle.
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Figura 18. (a) Dendograma obtido para a capacitincia em 1 kHz das andlises das

amostras de solo com alta concentra¢do de macronutrientes, em dispersdo aquosa de 1

mg/mL, (b) zoom no dendograma para melhor visualizacdo do agrupamento das

amostras, (¢) PCA, também em 1 kHz, das amostras de solo com alta concentragdo e

(d) zoom no PCA para melhor visualizacdo do aglomerado de duas amostras distintas.
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Até o momento, conseguimos verificar que as amostras estdo sendo separadas utilizando
as andlises com a lingua eletronica sem a necessidade de aprendizado supervisionado ou pré-
tratamento das amostras, com uma tendéncia nas amostras com menores quantidades de
nutrientes ficarem a esquerda do grifico de PCA e com maiores quantidades de potdssio a
direita (Figuras 13c, 15¢ e 18c). Nas Figuras 19 e 20 temos as analises multivariadas de todas
as amostras analisadas, considerando solos arenosos e argilosos juntos, além das amostras com

alta, média e sem adi¢ao de macronutrientes.
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Figura 20. (a) PCA obtido para a capacitancia em 1 kHz das andlises de todas as
amostras de solo, em dispersdo aquosa de 1 mg/mL e (b) zoom no PCA para melhor

visualiza¢do do aglomerado de duas amostras distintas.

Pelas Figuras 19a e 20a vemos todas as amostras com grande quantidade de potdssio
(A-002 e A-222) distante das demais. Pelo dendograma da Figura 18a observamos que essas
amostras estdo em um grupo totalmente distinto do restante, sendo que o mesmo pode ser

observado em outros dendogramas (Figuras 13a, 15a e 18a) e, pelo PCA da Figura 20a, elas
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estdo na extrema direita. Ainda temos as amostras controle na extrema esquerda, como notado
anteriormente nas Figuras 13c, 15¢ e 18c. No zoom do dendograma na Figura 19b observamos
que a amostra controle (A-000) argilosa e a A-020 arenosa foram consideradas em um mesmo
agrupamento (uma dnica amostra), enquanto que a amostra A-100 arenosa foi considerada
como duas amostras distintas, o que ja era de se esperar considerando que, no PCA das Figuras
13c e 17c, essa amostra estd um pouco espalhada. Também observamos que, assim como no
zoom do dendograma da Figura 18b (solos com alta concentra¢do de nutrientes), as amostras
A-222 e A-002 ficaram um pouco misturadas, mesmo o zoom do PCA na Figura 20b mostrando

que ndo estdo sobrepostas.

Depois dessas andlises, realizamos um teste cego, sendo que as amostras que nos foram
fornecidas estavam identificadas apenas por nimeros. O procedimento realizado foi 0 mesmo
descrito para as 16 amostras de solo arenoso e argiloso, € as amostras de solo foram dispersas
em 4gua a 1 mg/mL. Conseguimos identificar corretamente quais eram de solo arenoso (1A,
2A e 5A) e quais de solo argiloso (3A, 4A e 6A) apenas pela cor das dispersdes, antes mesmo

de disparar as medidas elétricas. As andlises multivariadas estdo apresentadas na Figura 21.

8.0x10™" 0.5} dq
w < H 1A
~ 20 2A q 2
-11 o
. 6.0x10™ 2 00 o~ v
2 ) Q s5A
& o v q 6A
Z 4.0x10" g -o05f
=
2.0x10"" 1.0} =
PCAem 1 KHz
0.0+ 15, — . . : s :
I58833355353333338s8¢
(a) (b) PC1 (91,3%)

Figura 21. (a) Dendograma obtido para a capacitancia em 1 kHz das andlises das
amostras de solo do teste cego, em dispersao aquosa de 1 mg/mL e (b) PCA, também

em 1 kHz, dessas mesmas amostras de solo.

Podemos verificar tanto pelo dendograma quanto pelo PCA da Figura 21 que as
amostras foram bem separadas em quatro grupos distintos. Também obtivemos na Figura 21b
uma boa porcentagem de correlacdo, com um total de 97.2% (PC1 + PC2). Posteriormente, o
Prof. Lucas da FEAGRI nos informou que as amostras 2A e 5A sdo a mesma (aglomerado

verde), e a 3A e a 6A também sdo a mesma amostra (aglomerado ciano no canto superior direito
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do grafico de PCA). A mesma cor para as amostras iguais no PCA foi colocada para uma melhor
compara¢do com o HCA, mas utilizamos formatos diferentes para podermos identificar como
essas amostras se comportaram. Tendo em vista que as amostras iguais ficaram bem préximas
umas das outras e amostras diferentes ficaram separadas, conseguimos uma boa correlagdo em
todos os casos analisadas. Com relacao a posi¢cdo das amostras no grifico do PCA (Figura 21b),
ndo podemos comparar com as amostras A-NPK analisadas anteriormente, porque enquanto as
A-NPK s6 tém variacdo nesses trés nutrientes, as amostras do teste cego tém variacdo em varios

nutrientes, como apresentado na Tabela 2.

3.3. Limite de deteccao

Para o cdlculo do limite de detec¢do foram utilizadas quatro amostras de solo (A-000 e
A-002, ambos de solos arenosos e argilosos) e duas unidades sensoriais (IDE bare e
PDDA/PEDOT:PSS). Nao fizemos o limite de detec¢cdo para todas as unidades sensoriais por
demandar um tempo de andlises acima daquele previsto para a defesa da dissertacdo.
Ressaltamos que esses resultados de limite de detec¢do estdo além da programacao prevista ao
desenvolvimento do projeto. Essas amostras de solo foram escolhidas pelo fato de
aparentemente terem um dos resultados mais distintos de capacitancia entre todas as amostras
medidas, como pode ser observado no PCA da Figura 22a, além de essas duas unidades

sensoriais apresentarem respostas diferentes, como ilustrado na Figura 22b.
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Figura 22. (a) Grifico PCA das amostras com alta concentracdo de macronutrientes

para os dois tipos de solos e (b) loading plot desse mesmo PCA.

A Figura 22a apresenta a analise por Componentes Principais de 10 amostras de solo. E
possivel observar que tanto as amostras A-002 quanto as A-222 (grupos destacados a direita do

gréfico por circulos) sdo as amostras mais distantes do controle A-000 (grupo destacado a
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esquerda por um circulo). O mesmo ocorre nos outros PCAs que contém essas amostras
(conforme discutido anteriormente), motivo pelo qual escolhemos 4 dessas 16 amostras para a
andlise do limite de deteccdo. Na Figura 22b temos o loading plot do PCA. Brevemente, o
loading plot é usado para identificar quais varidveis (unidades sensoriais, no nosso caso)
possuem maior influéncia em cada Componente Principal. Em geral, os loadings variam de -1
a +1 para indicar a influéncia sobre cada PC, e um loading com valor zero indica baixa
influéncia sobre a Componente Principal. Portanto, nosso loading plot mostra os sensores IDE
bare e PDDA/CuTsPc distantes do PDDA/MMt-K e PDDA/PEDOT:PSS, indicando que
possuem sensibilidades distintas. Para otimizar estas medidas que configuram uma
caracterizacdo extra em nosso projeto, escolhemos para o estudo do LD o par de unidades

sensoriais IDE bare e PDDA/PEDOT:PSS.

As medidas elétricas foram feitas nessas amostras de solo dispersos em dgua ultrapura
em diferentes concentragdes de 0,1 a 1,0 mg/mL, e a Figura 23 retrata duas dessas andlises

considerando amostras que diferiam no tipo de solo.

100 T T T T T 150 T T T T T
Solo argiloso Solo arenoso
a IDE bare a PDDA/PEDOT:PSS %
2 2
= 80 - E =
& &
S 8 £ 10} |
2 =
S 60 1 S
S S
: :
3 ‘ 3
'g 40 i T % 50 L .
-_%‘ o A-002 ~_°5° o A-002
] Ajuste linear = Ajuste linear
E 20 1 1 1 1 1 E 1 1 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
(a) Concentraciio (mg/mL) (b) Concentraciio (mg/mL)

Figura 23. Dados da capacitincia obtidos em 1 kHz em amostras de solo com alto teor
de potéssio (A-002) dispersas em dguade 0,1 a 1,0 mg/mL, (a) para a unidade sensorial
IDE bare de amostras de solo argiloso e (b) para a unidade sensorial

PDDA/PEDOT:PSS de amostras de solo arenoso.

De maneira a facilitar comparagdes e andlises, a Tabela 3 apresenta os valores dos
parametros de linearizacdo, sensibilidade e limite de deteccao (D), obtidos a partir das curvas

de calibracao.
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Tabela 3. Sensibilidade e limite de detec¢do (LD) para as unidades sensoriais IDE
bare ¢ PDDA/PEDOT:PSS durante as andlises de solo. O conteudo desta tabela
corresponde aos dados de espectroscopia de impedancia elétrica para amostras de
solos arenosos e argilosos controle (A-000) e enriquecidas com a maior quantidade de

potéssio (A-002).

Codigo  ensibilidad
Unidade  Grupo das en51l Hicade Interseccio LD (mg/mL)
Sensorial de Solo Amostras (slope) (pF) meim
(pF'mL/mg)
(A-NPK)
o A000 12+2 20+ 1 093 030+004
IDE b A-002 92 +6 23+3 098 0,101 +0.006
are ) A-000 30+5 25 +2 092  020+0.03
ArBliose =\ 002 63+2 25+ 1 099  0.065 + 0,003
PDDA/  aremosg 000 20+5 45 + 3 077 0401
PEDOT: A-002 115+7 31 +3 099 0,091 +0.006
' , A-000 25+ 1 342+07 099 0,087 % 0,004
PSS argiloso
A-002 70+6 36 +3 097 0,14 +0.01

Para o LD, o IDE bare foi escolhido por ter a mesma geometria (mesmo design e
estrutura) dos demais, mas sem filme LbL, enquanto o PDDA/PEDOT:PSS foi escolhido
devido a natureza elétrica mais condutora do PEDOT:PSS em relacdo as outras unidades
sensoriais. As amostras controle dos solos A-000 foram utilizadas como padrdo de comparacao,
enquanto que as amostras de solo A-002 foram escolhidas para as curvas de calibracdo, pois
observamos também uma maior separacao das amostras contendo alto teor de potédssio quando
comparado aos outros dois macronutrientes. Comparando os dados da Tabela 3, a sensibilidade
da unidade sensorial PDDA/PEDOT:PSS foi realmente mais alta que o IDE bare para trés de
quatro amostras de solo analisadas: foi mais alta para as amostras A-000 arenosa e A-002
arenosa e argilosa. E um resultado notdvel, considerando a simplicidade e o tempo envolvido
no processo de montagem da lingua eletronica como um todo, utilizando a tecnologia de

impressao 3D.

Ainda ndo existem outros trabalhos que calculam o LD para esse tipo de sensoriamento
em solo, portanto esses resultados servem como parametro de comparacdo para trabalhos
futuros. Mas podemos ver como a presencga dos filmes sobre os eletrodos afetam a sensibilidade
das unidades sensoriais e, apesar de serem robustos, as quatro unidades sensoriais juntas t€m

elevada capacidade de discriminacdo das amostras, mesmo estando bem diluidas. E os valores
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de LD sao bons em comparac¢iao com as concentracdes fornecidas na Tabela 1 dos nutrientes N,
P e K fixados nos solos. Em outros trabalhos, o que temos de mais préoximo € um sistema
potenciométrico de e-fongue, no qual fez-se a discriminac¢do de cddmio e fons de chumbo em
dgua e obtiveram um valor de LD para todo o conjunto de sensores da ordem de 10 mol/L

[56].

Com base em todas essas andlises, concluimos que nossa lingua eletréonica para solos
tem sensibilidade maior a alguns macronutrientes do que outros. Por exemplo, no caso das
amostras NPK o sistema € mais sensivel ao potdssio do que ao nitrogénio e ao fésforo, talvez
pelo uso da argila dopada com potdssio na unidade sensorial PDDA/MMt-K. Também
observamos o agrupamento de amostras iguais e a diferencia¢do de amostras distintas, seja com
nutrientes diferentes, seja com quantidades diferentes do mesmo nutriente, ou com texturas
distintas de solos. Sdo medidas importantes para desenvolvimentos futuros, como uma
biblioteca de dados na nuvem que possa ser usada para cruzar com os dados obtidos nas
medi¢des para podermos identificar os nutrientes, que possa viabilizar a implementacdo de
dispositivos relativamente simples e baratos para andlises de solos voltadas a agricultura de

precisdo.

3.4. Microscopia 6ptica e perfilometria para identificar
contaminacao cruzada

Apds as medigOes dos solos, realizamos as andlises das superficies das unidades
sensoriais (aumentadas em 10x) por microscopia Optica, como pode ser visto na Figura 24.
Todas as regides escuras (faixas pretas a direita de cada imagem) s@o regides de um dos seis
digitos, em que ndo € possivel enxergar nada, enquanto as regides a esquerda dos digitos sdo
regides do substrato entre os digitos. Portanto, essas imagens sdo referentes as superficies
base/eletrodo que ficaram em contato com as dispersdes de agua/solo. Para facilitar
comparacdes, apenas a Figura 24a ndo possui a interface base/eletrodo e é referente a uma
regido fora do alcance da drea que efetivamente fica em contanto com as dispersdes de solo

durante as analises.
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Figura 24. Andlise por microscopia Optica das quatro unidades sensoriais: (a) e (b)

IDE bare, (¢) PDDA/CuTsPc, (d) PDDA/MMt-K e (e) PDDA/PEDOT:PSS.

Em todas as regides do substrato estdo evidentes as linhas de deposi¢cdo do PLA via
impressao 3D, e utilizamos a Figura 24a para comparar com a Figura 24b, que também € do
IDE bare. Porém, percebemos que proximo a interface entre o digito e a base existem varios
pontinhos acumulados, que suspeitamos ser resquicios de solo, e observamos uma diferen¢a no

foco. O acimulo de solo comprova que temos em algum nivel contaminagdo cruzada, mas os
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grificos da Figura 12 (resposta da capacitancia em funcdo da frequéncia para a dgua antes e
ap6s medi¢des de solos) indicam que a resposta elétrica ndo foi significativamente alterada.
Nossa conclusdo € que a contaminag@o ndo foi grande o suficiente para interferir nas medidas
elétricas, levando-se em conta a dimensdo dos eletrodos que foram impressos. Como
mencionado anteriormente, ¢ uma limitacao imposta pela abertura do noozle da impressora 3D
que inicialmente viamos como um entrave, mas que neste ponto acabou nos auxiliando. Se
estivéssemos trabalhando com IDEs em geometrias menores, a sensibilidade do dispositivo

seria maior, mas a0 mesmo tempo seria menos “robusta” para aplicagao em solos.

A Figura 24c retrata o IDE com filme LbL de PDDA/CuTsPc e a imagem parece
borrada, mas na verdade ela estd focada nos resquicios de solo, estando mais visiveis os graos
entre uma trilha e outra de impressdo, ou seja, na pentltima camada de impressao, onde € mais
dificil de serem retirados, devido ao pequeno espaco entre as trilhas. Também observamos que
o filme aderiu mais em cima da dltima camada de trilhas de impressdo. Os filmes dos outros
IDEs (Figuras 24d e 24e) sdo transparentes e, portanto, ndo podemos observar esse tipo de
comportamento, mas podemos inferir que o mesmo ocorre nos mesmos. A Figura 24d mostra
o IDE com PDDA/MMt-K e também verificamos varios pontinhos, assim como na Figura 24e,

que € do IDE com PEDOT:PSS.

Na Figura 25 observamos o IDE recoberto com PDDA/CuTsPc aumentado em apenas
2,5x. Como a CuTsPc € azul, conseguimos enxergar o filme sobre as trilhas de PLA
transparente. Ele estd bastante desgastado, com vdrias rachaduras e alguns buracos, e
acreditamos que essa degradacdo pode estar relacionada ao fato de termos utilizado esse
eletrodo por mais de um ano, enfatizando que as medicdes de solo consistem em mergulhar os
sensores em dgua com solo em agitacao por varios minutos e indmeras vezes, e que o PLA é
biodegraddvel. Também percebemos alguns buracos pequenos na trilha dos digitos do IDE, que

podem estar relacionados a essa degradacao.
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Figura 25. Andlise por microscopia 6ptica da unidade sensorial PDDA/CuTsPc,

ampliada em 2,5x.

Também fizemos perfilometria para analisarmos a superficie das unidades sensoriais.
N6s nomeamos cada um dos 6 digitos de cada IDE como 1°, 2°, ..., 6°, e varremos a superficie
no centro de cada um deles por 0,5 mm. As superficies se mostraram bastante rugosas, portanto,
decidimos apresentar apenas os valores da rugosidade média de cada digito de cada sensor em
uma tabela, assim como a diferenca entre esses valores e a média deles, ao invés de mostrar os

grificos. A Tabela 4 apresenta esses valores.

Tabela 4. Valores da rugosidade média dos eletrodos em cada digito, diferenca entre
maior e menor valor, e média da rugosidade média dos seis digitos para cada unidade

sensorial.

Digitos IDE bare (um) CuTsPc (um) MMt-K (um) PEDOT:PSS (um)

1° 3,68 3,60 6,89 2,48
2° 2,00 4,33 4,31 1,30
3° 1,92 3,77 2,00 1,61
4° 4,22 2,61 2,52 0,81
5° 2,41 1,19 2,07 1,28
6° 1,34 2,49 2,27 1,07
Diferenca 2,9 3,1 4,9 1,7

Média 2,6 3,0 33 1,4
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Pela rugosidade média observamos que o sensor com PDDA/MMt-K € a unidade
sensorial com maior rugosidade de superficie, enquanto a recoberta com PDDA/PEDOT:PSS
¢ a que apresenta menor rugosidade. Importante ressaltarmos que o valor de ambas estd na
mesma ordem de grandeza (um), sendo a espessura dos filmes inferior a 1 um. O IDE bare
também estd nessa faixa de rugosidade, e entdo concluimos que a rugosidade observada se deve
a deposicdo do PLA dopado com fibras de grafeno durante a impressdo 3D e posterior
tratamento quimico realizado, e que os filmes depositados apenas acompanharam a superficie

dos eletrodos impressos.

3.5. Microscopia eletronica para identificar contaminacao
cruzada

Para uma melhor compreensdo da superficie das unidades sensoriais apds seu uso,
fizemos imagens com MEV de cada uma delas, apresentadas nas Figuras 26 e 27. A Figura 26
mostra uma regido de um dos digitos de cada um dos quatro eletrodos, além da parte de cima
das imagens mostrar um pouco da base, mas sdo regides diferentes das da imagem da Figura
24. As imagens ndo estdo muito diferentes entre si, com excecdo da Figura 26b, que mostra
uma regido de um digito recoberto com PDDA/CuTsPc com muitas rachaduras, assim como foi
observado nas imagens de microscopia 6ptica na Figura 25. A Figura 27 ilustra esses mesmos
digitos da Figura 26, mas ampliada em 500x. Nessas imagens, além das rachaduras da Figura
27b referente ao filme PDDA/CuTsPc, podemos observar que, diferentemente da Figura 27a
(IDE bare), as Figuras 27b, ¢ e d mostram granulagdes, que podemos associar a presenga dos
filmes nanoestruturados. Portanto os filmes de PDDA/MMt-K e PDDA/PEDOT:PSS

aparentam nao terem sofrido degradacao.
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IDE bare PDDA/CuTsPc

Figura 26. Imagens de MEV das quatro unidades sensoriais (a) IDE bare, (b)
PDDA/CuTsPc, (¢) PDDA/MMt-K e (d) PDDA/PEDOT:PSS em 80x de

magnificagdo.
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IDE bare PDDA/C€CuTsPg..

PDDA/MMt-K

Figura 27. Imagens de MEV das quatro unidades sensoriais (a) IDE bare, (b)
PDDA/CuTsPc, (¢) PDDA/MMt-K e (d) PDDA/PEDOT:PSS em 500x.

N

Com relacdo a presenca de resquicios de solo encontrados em todas as unidades
sensoriais na Figura 24, fizemos a andlise de EDS, tanto em uma regido da base (PLA
transparente) entre os digitos, quanto para uma regido dos interdigitados (PLA dopado com
grafeno), com os resultados apresentados na Figura 28. As andlises das Figuras 28a, ¢, e e g s@o
referentes ao substrato de cada um dos sensores, que também esteve em contato com a dispersao
de solo em dgua durante as medidas. As Figuras 28b, d, f e h sdo referentes a uma 4rea em cima
do digito de cada um, mas diferem pouco da parte dos substratos. Em todas, observamos que o

elemento mais predominante na superficie € o oxigénio.
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Figura 28. Andlise EDS da (a) base do IDE bare, (b) eletrodo do IDE bare, (c) base
da PDDA/CuTsPc, (d) eletrodo com PDDA/CuTsPc, (e) base do PDDA/MMt-K, (f)
eletrodo com PDDA/MMt-K, (g) base do PDDA/PEDOT:PSS e (h) eletrodo com
PDDA/PEDOT:PSS.

Nas Figuras 28a e b, referentes ao eletrodo sem filme (IDE bare), temos alta contagem

em carbono e um pouco de aluminio, silicio e ferro, e uma quantidade pequena de potéssio,
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todas mais altas no grafico da regido do digito que no substrato. Nas Figuras 28c e d, do sensor
com PDDA/CuTsPc, temos uma contagem ainda maior de oxigénio e valores maiores de
aluminio, silicio, ferro (nesses gréficos estd como F, de fldor, mas é porque a posicdo dele é
muito proxima ao Fe, gerando confusdo, j4 que era mais provdvel encontrarmos Fe que F),
nitrogénio e uma pequena quantidade de enxofre. Nas Figuras 28e e f, referentes ao sensor com
PDDA/MMt-K, em comparacdo com o sensor com PDDA/CuTsPc, ndo aparecem sinais de
presenca de nitrogénio e nem de enxofre, mas aparecem sinais de sédio, magnésio, cdlcio, e, no
grifico da Figura 28f, potdssio. Nos grificos das Figuras 28g e h, do sensor com
PDDA/PEDOT:PSS, hd a menor contagem para o carbono e um pouco menos de oxigénio em
comparagdo com 0s outros sensores recobertos com filmes, assim como quantidades um pouco
menores de Al, Si e Fe. Porém apresenta um pouco de potéssio e fosforo. Portanto, o EDS nos
mostrou alguns minerais do solo presentes nas unidades sensoriais (precisariamos comparar
com EDS em unidades sensoriais que nunca foram utilizadas para conseguirmos identificar
exatamente quais sdo de contaminagio), o que nos leva a afirmar que muitos pontinhos escuros
observados nas microscopias Opticas da Figura 24 realmente sdo resquicios de terra nas
unidades sensoriais. Desta forma, finalizamos tendo em mente que a diminui¢do da
sensibilidade dos eletrodos neste tipo de andlise foi positiva para diferenciar as amostras, € o

mesmo precisa garantir um minimo de reprodutibilidade nas anélises.
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4. Conclusoes

O sistema de lingua eletronica baseado em eletrodos impressos em 3D apresentou boa
reprodutibilidade e disting@o das amostras de solo arenoso e argiloso enriquecidos com N, P e
K. A boa reprodutibilidade foi obtida em todas as amostras analisadas, incluindo medidas
realizadas em 4dgua apds a limpeza dos eletrodos, apesar de um certo nivel de contaminagdo
cruzada apontado pelas andlises de microscopia 6ptica e EDS, apds o periodo de mais de um
ano de uso continuo do dispositivo. O sistema foi capaz de distinguir todas as amostras nao
apenas com macronutrientes distintos, mas também contendo quantidades distintas do mesmo
macronutriente e diferentes granulagdes, além de alta sensibilidade, principalmente da unidade
sensorial PDDA/PEDOT:PSS. Para ambos os solos arenosos e argilosos, os graficos PCA
indicaram que a PC1 pode estar relacionada a fertilidade do solo, sendo o conjunto de unidades
sensoriais utilizado particularmente sensivel aos teores de N e K, em comparagdo ao P. A
andlise HCA também proporcionou bom agrupamento entre amostras distintas, com amostras
semelhantes agrupadas préximas, com destaque para uma grande separacao dos solos com alta
concentracdo de K em relacdo aos demais, corroborando os resultados de PCA. Sao passos
importantes para a aplicacdo da técnica em anélise de solos, mas alguns desenvolvimentos ainda
sd0 necessarios. Por exemplo, com as unidades sensoriais aqui utilizadas ndo somos capazes de
detectar macronutrientes especificos, uma vez que exploramos o sistema usando o conceito de
seletividade global. Porém, os estudos em curso estdo sendo conduzidos considerando a
deteccao especifica de pelo menos um macronutriente adicionado no enriquecimento de solos,

através de uma colaboracdo com pesquisadores da Universidade de Sao Petersburgo (Russia).
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