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RESUMO

Nos ultimos anos, dispositivos microfluidicos a base de papel (do inglés microfluidic paper-
based devices, uPADs), fabricados através da aplicacdo de materiais hidrofobicos em papel
hidrofilico, surgiram como uma plataforma promissora para diagnésticos do tipo point-of-care
(teste no local), onde a disponibilidade de recursos é limitada. Neste trabalho foi possivel
comparar metodologias diferentes para a fabricacdo dos uPADs para a determinacao de metais
como cromo e mercdrio. Esses dispositivos apresentam caracteristicas atraentes, como baixo
custo, facilidade de uso, baixo consumo de reagente e de amostra, portabilidade e
descartabilidade. Este trabalho descreve métodos alternativos para fabricacdo e utilizacdo de
uPADs utilizando materiais de baixo custo, como parafina, PDMS (Polidimetilsiloxano) e cera.
Os uPADs foram avaliados na determinagdo colorimétrica atraves da 1,5- difenilcarbazida
reagindo com o Cr(VI) e com o Hg(ll), respectivamente, no intervalo de 5 a 100 uM de
concentracdo. Nesse estudo, os melhores resultados se deram com ensaios feitos com barreiras
hidrofobicas de PDMS nos uPADs, permitindo para Cr(VI) LD igual a 0,01 puM e LQ igual a
0,03 uM. E para Hg(Il) LD de 0,004 uM e LD de 0,015 uM. Para isso, curvas analiticas foram
construidas com intervalos de concentra¢@es de 5a 100 uM de Cr (V1) e Hg(l1), obtendo melhor
coeficiente de correlacdo (R) para Cr(VI) de 0,969 e para Hg(Il) R = 0,900. Assim, pdde-se
obter resultados para esses dois metais, apesar de alguns LD e LQ ndo estarem nas faixas

adequadas.

Palavras-chaves: microfluidica, pPADs, 1,5-difenilcarbazida, colorimetria, Cr(VI).



ABSTRACT

In the last years, paper-based microfluidic devices (uPADs), manufactured by applying
hydrophilic materials on hydrophobic paper, have emerged as a promising platform for point-
of-care diagnostics in developing countries, where the availability of resources is limited. These
devices have attractive features such as low cost, ease of use, low consumption of reagents and
sample, portability, and disposability. This paper describes alternative methods for
manufacturing and using pPADs using low cost materials such as paraffin, PDMS
(polydimethylsiloxane) and wax. The uPADs were evaluated in the colorimetric determination
by the 1,5-diphenylcarbazide reacting with Cr(\VI) and with Hg(ll), respectively, in the range
of 5 to 100 umol / L concentration. In this study, the best results were obtained with assays
made with hydrophobic barriers of PDMS in the uPADs, allowing for Cr(\V1) LD equal to 0.01
UM and LQ equal to 0.03 uM. For Hg(ll) LD of 0.004 uM and LQ of 0.015 uM. For this,
analytical curves were constructed with concentrations ranging from 5 to 100 uM Cr (VI) and
Hg (I1), obtaining a better correlation coefficient (R) for Cr(VI) of 0.969 and for Hg(ll) R =
0.900.

Keywords: microfluidics, uPADs, 1,5-diphenylcarbazide, colorimetry, complexation.
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1 INTRODUCAO

A microfluidica é a tecnologia e a ciéncia que manipula e processa pequenas
quantidades de volumes, utilizando canais na ordem de micrémetros, com aplicagfes em
diversas areas como quimica, medicina, eletrénica e biologica. Destaca-se devido a sua
capacidade de utilizar pequenas quantidades de amostras e reagentes, e realizar operacdes e
deteccBes em alta resolucéo e sensibilidade. (CREVILLEN et al., 2007; WHITESIDES, 2006).

Na década de 70, quatro pilares impulsionaram o desenvolvimento da microfluidica,
foram eles: analise molecular, bio-defesa, biologia molecular e microeletronica. A origem da
microfluidica se da a partir das técnicas de separacdo de cromatografia. O sucesso desses
métodos desenvolvidos em microcanais estimulou o desenvolvimento de sistemas
microfluidicos ainda mais compactos e mais versateis, com aplicagdes em quimica e
bioquimica. (WHITESIDES, 2006)

Os primeiros trabalhos em microfluidica usaram microchips de silicio e vidro, sendo
que esses materiais foram, em algumas aplicacdes, substituidos por plasticos. O silicio, em
particular, é caro e opaco a luz visivel e ultravioleta, por isso ndo pode ser utilizado em métodos
Opticos de deteccdo convencionais. Além disso, € mais facil fabricar os componentes requeridos
para sistemas de microanalises - especialmente bombas e valvulas — em elastbmeros do que em
materiais rigidos. (WHITESIDES, 2006)

Baseado em todos os avancos cientificos acerca da aplicacdo da microfluidica na analise
de espécies quimicas de interesse ambiental, este trabalho baseou-se em determinar Cr(VI) e
Hg(ll) através da técnica de detecgdo colorimétrica, pois sabe-se que sdo dois metais
potencialmente toxicos e nocivos a salde humana e por isso é de suma importancia o

monitoramento ambiental desses metais.

1. Dispositivos microfluidicos de baixo custo

Nos ultimos anos, a utilizacdo de dispositivos microfluidicos de baixo custo tem
recebido grande atencdo, especialmente no que se refere a ampla variedade de aplicacGes
analiticas e bioanaliticas. Com isso, o foco de muitos pesquisadores tem sido estudar formas
para o desenvolvimento de plataformas de baixo custo para a fabricagdo destes dispositivos e
que sejam dispositivos portateis, visando a aplicagdo do point-of-care, que € o local onde sdo

feitas as andlises. Alguns substratos vém recebendo grande atencdo, 0S que merecem mais
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destaques sdo plasticos, tecido e papel. (YAGER et al., 2006; COLTRO et al., 2014; FOUDEH
etal., 2012).

O papel, substrato escolhido para a realizacdo deste trabalho, € descartavel e vem sendo
amplamente utilizado para a fabricacdo de dispositivos microfluidicos, envolvendo aplicacGes
em diversas areas, utilizando inimeros métodos de detecgdo. Assim, haverd uma se¢do neste

trabalho para se discutir as vantagens e as possibilidades de uso desse substrato.

1.1.1 Papel como substrato microfluidico

Constituido basicamente de celulose, que é um polimero de cadeia longa de um sé
mondmero (D-glicose), as fibras do papel sdo originadas através das interacdes entre as
inimeras moléculas de D-glicose. (LEHNINGER, A. L.; NELSON, D. L.; COX, M. M. 1993).
Varios tipos de papel podem ser utilizados para a fabricacdo de pPADs, como o de filtro, o
cromatogréafico ou sulfite. O papel possui grande aplicabilidade e vantagem sobre os outros
substratos por possuir baixo custo, elevada porosidade, excelente compatibilidade quimica, alta
biodegradabilidade, peso leve, flexibilidade, disponibilidade de diferentes formatos e cores,
acessibilidade global e apresentar facilidade de armazenamento e transporte. Desta forma, por
possuir alta porosidade e ser hidrofilico, um fluido pode ser transportado através de suas fibras
e isto é conhecido como fluxo lateral. (PELTON, 2009)

1.1.1.1 Fluxo lateral

Chama-se de fluxo lateral o transporte espontdneo microfluidico que ocorre em
superficies planares, porosas e hidrofilicas, sob acao de forca capilar. O ordenamento das fibras
do papel permite a realizacdo desse transporte, bem como a separacdo ou pré-tratamento da
amostra. Sendo assim, ndo requer a utilizacdo de bombas, valvulas ou fontes de alta tenséo para
realizar o manuseio da amostra. (SONGJAROEN et al., 2012)
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Figura 1 - Exemplo de fluxo lateral na determinacédo de glicose e proteinas

Fonte: MARTINEZ et al., 2007.

1.1.2 Confeccdo de dispositivos microfluidicos a base de papel

A fabricacdo de uPADs requer basicamente a criagdo de barreiras hidrofébicas para
definir regides onde o fluido sera transportado. A primeira utilizacdo do substrato de papel foi
realizada por Yagoda (YAGODA, 1937) para fabricar microzonas de parafina para
determinacdes de niquel e cobre. Algum tempo depois, 0s pesquisadores Muller e Clegg
(MULLER, R. H; CLEGG, D. L. 1949) utilizaram o papel para separar analiticamente alguns
corantes, mostrando assim a potencialidade deste substrato principalmente para a area da
Quimica Analitica.

Em 2007, o grupo de pesquisa do Prof. George M. Whitesides, da Universidade de
Harvard, prop0s a fabricagdo do primeiro pPAD através da técnica de fotolitografia e
mostraram aplicac@es microfluidicas (MARTINEZ et al., 2007). O método usado na fabricacédo
dos uPADs se baseia na delimitagdo por uma mascara, de barreiras hidrofobicas de fotorresiste
(material sensivel a radiacdo ultravioleta), exposicédo a luz ultravioleta, sequida por etapas do
material ndo polimerizado. Este método é bastante laborioso e demorado.

Outra técnica que surgiu logo em seguida como alternativa a técnica de fotolitografia e
que apresenta um melhor custo, foi 0 método de impresséo a cera, que se baseia na fabricacédo
de uPADs delimitados por barreiras hidrofobicas de cera, que sdo depositadas por uma
impressora a cera. Usando um software grafico desenha-se o molde desejado do uPAD, em
seguida, com a impressora a cera, imprime-se no papel o layout previamente determinado no
software e por fim, aquece-se este papel para fundir a cera e assim obter as barreiras

hidrofdobicas. Nesta metodologia é necessario 0 uso de uma impressora (com custo estimado
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em R$ 4.000,00) e uma chapa aquecedora, além dos cartuchos de cera (com custo estimado em
R$ 100,00 um kit com quatro bastdes) (MARTINEZ et al., 2007; MARTINEZ, et al., 2008;
CARRILHO, E.; MARTINEZ, A. W.; WHITESIDES, G. M., 2009).

Atualmente, pode-se dizer que as tecnologias mais difundidas e utilizadas para
fabricacdo de uPADs sdo os métodos de fotolitografia e impressdo a cera porém, inUmeros
pesquisadores ja desenvolveram metodologias mais alternativas, tais como a utilizacdo de tintas
permanentes hidrofébicas (CURTO et al., 2013), o tratamento a laser (CHITNIS et al., 2011),
criacdo de Dbarreiras de poli(dimetilsiloxano) (PDMS) (BRUZEWICZ; RECHES;
WHITESIDES, 2008), corrosdo de placas de circuito impresso para delimitar regides para
deposicédo de parafina (ZHANG e ZHA, 2012), cortes a laser para formacdo de paper-spray,
impressao via “screen printing” (YANG et al., 2012),e a técnica de Fast Litographic Activation
of Sheets (FLASH), que ¢é baseada em uma litografia rapida. (MARTINEZ, et al., 2008)

1.1.2.1 Construcdo de dispositivos a base de papel

O primeiro passo na construcdo de microdispositivos analiticos a base de papel (uPADs)
consiste em estabelecer regides hidrofilicas delimitadas por barreiras hidrofobicas que
direcionem o fluxo para um local ou zona de deteccdo desejada, caso contrério, o liquido ira se
espalhar radialmente pelo papel, como pbde ser visto na Figura 2. Ap6s a incorporacdo das
paredes hidrofdbicas, o dispositivo pode ser devidamente cortado e modificado com o0s
reagentes cromoforos visando o ensaio de diferentes analitos. Cores mais intensas sao

observadas nas zonas de deteccdo a medida que as concentra¢des vao aumentando.

Figura 2 - Exemplos de moldes de uPADs impressos a cera utilizados atualmente.

Fonte: AKYAZI, et al, 2016.

As barreiras hidrofobicas mais utilizadas sdo com impressdo a cera, PDMS, canetas

idrofdbicas e parafina.
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2. Metodos de deteccao

Existem diferentes métodos de deteccdo associados a diversas aplica¢fes, como por
exemplo a detec¢do eletroquimica, a quimiluminescéncia, a espectrometria de massas, a
fluorescéncia e a colorimétrica, esta Gltima serd discutida em uma secdo a seguir sobre as

possibilidades de utilizacdo deste método para analises quimicas, bem como as suas vantagens.

1.2.1 Deteccéo colorimétrica

O método de deteccdo colorimétrica vem sendo muito utilizados nos pPADs por
apresentar metodologia simples, rapida e barata, pois basicamente é a medida de intensidade da
cor em fungéo da concentragdo da substancia analisada.

As vantagens instrumentais que esse método propde incluem a facil acessibilidade aos
equipamentos necessarios para realizar a deteccdo, como cameras e impressoras, 0 baixo custo
e a portabilidade. Para analises de point-of-care, a deteccao colorimétrica se enquadra como o
principal método a ser utilizado.

Para fazer medidas colorimétricas é necessario a utilizacdo de reagentes cromdgenos
nos uPADs para promover reagdes quimicas com analitos alvo, no caso deste trabalho é Cr(VI)
e Hg(ll) que, consequentemente, promovem mudanca de coloracdo dentro das zonas de
deteccdo dos dispositivos. Para este trabalho utilizou-se o cromoforo 1,5-difenilcarbazida que
sera discutido nas proximas secBes. A partir disso, a area colorida pode ser capturada por um
dispositivo de captura de imagens e a intensidade de cor pode ser correlacionada com a
concentracdo do analito. Logo apds a etapa de captura da intensidade de cor, utiliza-se um
software grafico capaz de fornecer uma resposta da intensidade de cor gerada e assim o analista
¢ capaz de construir curvas analiticas para posteriores determinacBes quantitativas.
(MARTINEZ, et al., 2008).

Para obtencdo das imagens, pode-se utilizar diferentes equipamentos para tal finalidade,
como cameras de celular, cdmeras digitais, scanner e microscopios. (SHEN, L.; HAGEN, J. A.;
PAPAUTSKY, I. 2012). De Souza e colaboradores realizaram a avaliacdo destes dispositivos
de captura de imagens como detectores colorimétricos em microzonas impressas em Poliéster-
Toner. Os autores demonstraram que dentre os equipamentos avaliados, o scanner foi o que
forneceu melhor precisdo, uma vez que parametros como a luminosidade externa e o ajuste do

foco séo facilmente controlados com a utilizagéo deste dispositivo. (DE SOUZA et al., 2014).
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As vantagens da detecgdo colorimétrica com os uPADs estimula a utilizagdo para
conduzir analises em locais de dificil acesso, por ser um método que utiliza equipamentos de
facil acessibilidade para a captura das imagens e por apresentarem baixo custo. Entretanto, uma
de suas desvantagens ¢ a falta de uniformidade da cor.

Apos a realizacdo dos ensaios em uPADs é normalmente notada uma falta de
uniformidade da cor para medidas colorimétricas no interior de suas zonas de deteccao. Alguns
pesquisadores da area, como o Yetisen e colaboradores discutiram sobre as principais
dificuldades na determinacg&o das cores na deteccdo colorimétrica. (YETISEN, A. K.; AKRAM,
M. S.; LOWE, C. R., 2013). Uma das dificuldades da falta de uniformidade é decorrente do
efeito de pré-concentracdo dos reagentes nas bordas das zonas de detec¢do dos pPADs. Esse
efeito ocorre quando a amostra chega na zona de deteccdo e entra em contato com 0S
cromogénios previamente adicionados que ndo estdo “aprisionados” a superficie do papel. Com
IS0, gera um espalhamento dos reagentes para as bordas, ocasionando um gradiente de cor que
é observado por colora¢cdes mais intensas nas bordas das zonas. Este efeito foi recentemente
reportado na literatura como “efeito de lavagem” (EVANS, et al., 2014).

Com a falta de uniformidade da cor, a analise pelo usuario é dificultada uma vez que
gera uma inexatiddo na medida colorimétrica quando a imagem é transferida para o software
grafico. A partir disso, muitos pesquisadores comecaram a trabalhar para uma melhor
uniformidade da cor que permita uma analise quantitativa mais precisa e de maior
confiabilidade. Pesquisadores como Evans e colaboradores (EVANS, et al., 2014)
demonstraram que se for feita uma selecdo de substratos de papel com base na diferenca de
porosidade ou espessura pode ser uma estratégia para resolver os problemas associados com a

falta de uniformidade de cor nas medidas colorimétricas.

3. Aplicagdes dos uPADs

Como ja dito anteriormente, os papéis apresentam-se como uma boa alternativa para
substratos microfluidicos porque sdo relativamente baratos, descartaveis, faceis de usar,
armazenar e transportar. Dentre 0s papéis mais utilizados estdo os papeéis cromatografico por
possuirem boa estrutura, porosidade e por apresentar bom potencial para modificagdo e o
sulfite, utilizado neste trabalho, por apresentar um grau de porosidade melhor para amostras
que sdo mais hidrofilicas, além das vantagens ja citadas anteriormente para o papel

cromatografico. Por serem plataformas promissoras os uPADs podem ser utilizados para
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aplicacdo em diversas areas, se destacando principalmente em diagndsticos clinicos e no

monitoramento ambiental.

Em analises ambientais, as condicdes da amostra podem variar ao longo do dia e
também durante o tempo de coleta e transporte para o laboratdrio. Assim, existe uma
necessidade no desenvolvimento de dispositivos que realizem analise em campo. Os pPADs
com detecgdes colorimétrica e eletroquimica atendem bem a essa demanda. No monitoramento
ambiental utilizando pPADs destacam-se os trabalhos que envolvem a determinacéo de metais
(ZHANG et al., 2013; SHI et al., 2012; RATNARATHON et al., 2012).

Como ja foi dito anteriormente, o papel é constituido basicamente de celulose e sua
quimica é bem conhecida. Estes fatores favorecem a investigacdo de diferentes metodologias
para modificar a superficie do papel e assim realizar o aprisionamento dos reagentes nas zonas
de detec¢do, para minimizar o efeito de pré-concentragdo e obter uma melhor uniformidade de

cor.

1.3.1 Determinagédo de Metais

Dentre as diversas técnicas utilizadas para a determinacao de metais, o presente trabalho
optou por fazer o uso da deteccao colorimétrica por ser uma técnica relativamente facil de ser
executada e apresentar baixo custo de manutencéo.

O método utilizado neste trabalho foi com o cromogénio 1,5-difenilcarbazida (DFC).
Esse método ndo € oficial para o Hg(ll), mas que se mostra bastante interessante para a
determinacdo do Cr(V1) e Hg(ll), pois a DFC € um reagente que interage com os analitos em
estudo. A DFC é um so6lido branco que apresenta pouca solubilidade em agua, e uma boa
solubilidade em &lcool, acetona e outros solventes organicos, as solu¢des de DFC ao entrarem
em contato com o ar torna-se de cor castanha pela oxidagdo que ocorre, e devem ser protegidas
da luz, pois sao fotossensiveis. Por ser muito instavel recomenda-se que a solucdo seja utilizada

no mesmo dia de preparo, para que haja garantia dos resultados.

1.3.1.1 Cromo

O cromo é um metal de transicdo, localizado no grupo VIA da tabela periddica. A
guimica do cromo envolve os estados de oxidacdo de +I a +VI. O Cr(V1), depois do Cr(lll), é

considerado o estado de valéncia mais estavel. O cromo hexavalente é um elemento altamente
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toxico e carcinogénico que é frequentemente encontrado como um contaminante no solo,
comida e agua devido as suas largas aplicacdes. E amplamente utilizado em galvanoplastia,
producdo de ago inoxidavel, curtimento de couro, fabricacdo de téxteis, e preservacdo da
madeira, também é 0til para a aplicacdo industrial; no entanto, é classificado como
carcinogénico humano. A ingestdo humana de cromo hexavalente ocorre tanto por via oral
guanto por inalacdo. Conforme a resolucdo 357/2005 do CONAMA (Conselho Nacional de
Meio Ambiente), o nivel maximo de contaminantes (NMC) do cromo hexavalente em agua
portavel é 0,05 mg L, enquanto os Estados Unidos Agéncia de Protecdo (EPA) recomendam
um NMC de 0,1 mg L%, Sendo assim, a quantificacdo de Cr(VI) no monitoramento ambiental

e para a saude humana é necessaria (WALEED et al, 2018).

1.3.1.2 Determinacao de Cr(VI) usando Difenilcarbazida como reagente cromoéforo

Em meio &cido, pH entre 1 e 2, a DFC reage com Cr(VI) e um complexo de cor violeta
é produzido. A hipdtese encontrada na literatura é que um complexo catiénico entre Cr(lll) e
difenilcarbazona é formado durante o processo da DFC pelo Cr(VI). A absortividade molar
baseada em cromo €é 40000 L / g / cm no comprimento de onda de
540 nm, sendo cerca de 100 vezes mais sensivel do que o método do cromato. Este método
pode sofrer interferéncias de Fe(ll), Fe(lll), V(V), Mo(VI), Cu(ll), Hg(ll) e NO2 em
guantidades maiores que do analito. (MARCZENKO, 1976).

Molibdénio e mercurio reagem com a difenilcarbazida, porém a intensidade de suas
coloracdes é inferior a do cromo, no pH especificado pelo método. Concentracfes desses metais
até 200 mg/l podem ser toleradas. Vanadio também interfere fortemente, mas pode estar
presente em concentracdes até 10 vezes maiores que a do cromo sem causar problemas. Ferro
em concentracdo maior que 1 mg/l produz uma coloragcdo amarela, mas se oxidado a ion férrico
ndo causa dificuldade desde que a absorbancia seja medida no comprimento de onda
apropriado. (ARNOLD, J.; RUPERT, D., 2008).

A eliminacdo dessas interferéncias é feita por extragdo dos cupferratos metalicos em
cloroformio. Este procedimento deve ser utilizado somente se necessario, pois o residuo de
cupferron e cloroférmio complica o desenvolvimento da cor, devendo ser eliminado por
tratamento posterior. (ARNOLD, J.; RUPERT, D., 2008).
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A figura 3 descreve a reacdo da 1,5 — Difenilcarbazida com os ions de Cr(VI) que
formam um complexo, que em mais altas concentracdes apresenta coloracao violeta e em baixas

concentracdes coloracao lilas.

Figura 3 - Reacdo da difenilcarbazida com o cromo.
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Fonte: Herrera, Gloria. et al, 2013.

1.3.1.3 Mercdlrio

O mercario € um dos elementos mais toxicos e nocivos a salde humana e aos
ecossistemas, apresentando uma caracteristica de bioacumulacdo em organismos vivos. Sua
presenca na natureza deve-se tanto a processos naturais e desgaseificacdo da crosta terrestre
quanto, a processos industriais e queima de combustiveis fésseis (LEOPOLD et al., 2010).

O mercurio pode ser encontrado nos estados de oxidacdo O (estado elementar), +1 ou
+2. Possui certa versatilidade por poder fazer parte da composicdo tanto de compostos
organicos quanto inorganicos como por exemplo metil-mercudrio [CHsHg]", que pode causar
perda de visdo, audicdo, paralisia e malformacdes em fetos, e cloreto de mercurio (HgCl.), que
ocasiona graves dermatites, diarreia intensa e se ingerida 1 g de uma s6 vez pode ser fatal,
respectivamente. (TRINDADE. L., 2010).

As principais fontes de contaminacdo por mercdrio sdo a ingestdo de alimentos
contaminados, inalagéo e exposi¢cdo ocupacional em atividades que o envolvam. Em virtude
disso, a determinacdo de mercirio em amostras de alimentos e ambientais € de grande
importancia para avaliar o grau de exposicdo humana a este elemento e 0s niveis de
contaminacdo ambiental. (CAVICCHIOL, A; GUTZ, I. G. R., 2003).

Devido suas caracteristicas fisico-quimicas o mercario encontra-se liquido a
temperatura e pressdo ambiente, possui alta densidade, baixo calor especifico, pouco
compressivel, de alta tensdo superficial (CANO, S. E. 2001).

1.3.1.4 Determinacdo de Hg (I1) usando Difenilcarbazida como reagente cromoforo


https://www.infoescola.com/quimica/numero-de-oxidacao-nox/
https://www.infoescola.com/quimica/compostos-organicos/
https://www.infoescola.com/quimica/compostos-organicos/
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O método utilizado neste trabalho é o método da 1,5-difenilcarbazida (DFC), ndo é o
método oficial para determinacdo de mercurio, mas pode ser utilizado como um método
alternativo. O método analitico mais usual para a determinacdo de mercurio em amostras
bioldgicas é a técnica de vapor frio acoplada a um espectrometro de absorcdo atdmica
(HERBER, R.; STOEPPLER, M., 1994). Apesar de simples, necessita de técnicos qualificados
e infraestrutura ndo compativel com a realidade da maioria das localidades afetadas pela
poluicdo mercurial, por isso, essa nova metodologia utilizando a DFC tem como vantagem o
baixo custo e a acessibilidade. A reagdo entre os ions de Hg(ll) e a DFC ocorre em meio bésico,
essa reacao produz um composto de cor magenta/violeta. Sendo este um método simples e
bastante eficaz, por ser seletivo e consideravelmente sensivel, esta reacdo € influenciada por
muitos fatores, tais como o pH da solucdo, a exposi¢do com o ar e a propor¢ao do reagente do
metal. (SMITH, F. W. L. A. S. A., 1938)

A figura 4 descreve como se da reacdo da 1,5 — Difenilcarbazida com os ions de Hg(lIl)
formando um complexo, que em mais altas concentracdes apresenta coloragdo violeta e em
baixas concentracdes coloragdo magenta. A figura 5 representa o complexo que é formado a
partir da reacdo entre a DFC e os ions de Hg(ll). (DUSSKY, J. V.; TRTILEK, J., 1936)
(SMITH, F. W. L. A. S. A, 1938).

Figura 4 - Reacdo da difenilcarbazida com o mercdrio.
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Fonte: Sigma, 2019.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/259225?lang=pt&region=BR

Figura 5 - Complexo formado na reacéo entre a difenilcarbazida e os ions de mercurio.
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2 OBIJETIVOS

1.  Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho visa o desenvolvimento de pPADs com superficie para

aplicacdes no monitoramento de Cr(V1) e Hg(Il) em amostras de interesse ambiental.

2. Objetivos Especificos

e Desenvolver e aplicar um microfluidico dispositivo analitico baseado em papel (LPAD)
para deteccdo colorimétrica rapida in situ das espécies em estudo.

e Empregar a 1,5-difenilcarbazida, como reagente colorimétrico para determinacdo e
quantificacdo de Cr(VI) e Hg(ll).

e Construir curvas analiticas para todos os microchips e correlacionar intensidade de cor
com concentracao.

e Comparar os resultados obtidos a partir da utilizagdo dos pPADs com barreiras
hidrofobicas de cera e de PDMS.

3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS UTILIZADOS

e Algodéo

e Almofariz

e Balanca analitica

e Bastdo de vidro

e Vidro de Rel6gio

e Baldo volumétrico de 5e 10 mL
e Béqueres

e Crondmetro;

e Espatula

e Estufa de secagem e esterilizacdo
e Fita adesiva

e Funil de vidro



Luvas latex

Manta de aquecimento
Papel filtro

Pipeta automaticas
Pistilo

Ponteiras

REAGENTES

1,5 — Difenilcarbazida
Cromato de Potassio
Acido Sulfarico

Agua Destilada
Alcool Etilico
Hidrdoxido de Potassio

Sulfato de Mercurio
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3. PREPARO DE SOLUCOES

Para CROMO:

Solucéo estoque de ions Cr(VI) 0,01M — Para o preparo da solucédo de KoCrOas, foram
dissolvidos 9,7 miligramas do Cromato de Potassio em agua destilada. Para as solucdes
posteriores com concentra¢fes mais diluidas, diluiu-se a solugdo estoque acrescentando agua

destilada e armazenadas em fracos ambar, sob temperatura ambiente.

Tabela 1 - SolugBes com concentragdes diferentes de cromo ja diluidas.

Solugéo Concentragéo (UM)
1 )
2 10
3 15
4 20
5 30
6 40
7 50
8 60
9 70

10 80
11 90
12 100

Fonte: Autor, 2019.

Solugéo 1,5 difenilcarbazida para Cromo — Para o preparo da solugédo de DFC foram
pesados 0,025 gramas da 1,5-Difenilcarbazida, 5 mL de alcool etilico e 1 gota de Acido
Sulfdrico. Por fim a solucdo foi transferida para um frasco de &mbar e guardado na geladeira.
(ANDREIS, F., 2011)
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Para MERCURIO:

Solucéo estoque de ions Hg(l1) 0,01M - Para o preparo da solucdo de HgSOa, foram
dissolvidos 1 g do Sulfato de Mercurio em agua destilada e adicionados 0,56 mL de H2SO4
concentrado em um baldo volumétrico de 10 mL. As outras solu¢des de concentragcBes mais
baixas foram preparadas a partir da solugdo estoque apds diluicdo. A solucdo foi armazenada
em frasco ambar, sob temperatura ambiente. (DUSSKY, J. V.; TRTILEK, J., 1936) A s

concentracBes sdo correspondentes a tabela 1, ja citada anteriormente.

Solucdo 1,5 difenilcarbazida para Mercurio — Para o preparo da solucdo de DFC foi
pesados 0,1 g da 1,5-Difenilcarbazida, 0,1 g de Hidroxido de Potassio, essas quantidades foram
dissolvidas em alcool etilico PA, a solugdo foi entdo colocada na chapa de aquecimento até que
amesma comecasse a ferver, apés a solugdo comecar a ferver marcou-se 10 min no cronémetro.
Depois dos 10 min a solugéo foi retirada da chapa de aquecimento onde a mesma atingiu a
temperatura ambiente. Por fim a solucdo de difenilcarbazida foi filtrada e armazenada em um
frasco ambar e guardada na geladeira. (DUSSKY, J. V.; TRTILEK, J., 1936)
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

- Confecgdo de nPADs de parafina para testes iniciais:

Para os testes iniciais, 0s dispositivos microfluidicos a base de papel (WPADs) foram
construidos utilizando carimbos convencionais fabricados com um pedaco de ferro e fixos em
suporte de borracha (Figura 6), papel sulfite tamanho A4 e, para a formagdo das barreiras
hidrofdbicas, a parafina da vela. O carimbo foi colocado sobre a parafina derretida e depois
pressionado sobre o papel até a secagem da parafina. Por fim, adicionou-se uma fita adesiva
por baixo dos uPADs, afim de evitar possiveis vazamentos (CARDOSO, T. M. G. et al., 2013).

Figura 6 - Carimbo usado na confec¢ao dos uPADs de teste.

=~

Fonte: Autor, 2019.

-Preparo dos pnPAD para andlises oficiais de cromo e mercurio:
Microdispositivo com cera:

Para os testes oficiais, o padrdo desejado para o microdispositivo, foi desenhado no
software Corel Draw (Corel Corporation, Ottawa, Canada), e obtidos em parceria com o Prof.
Dr. Bruno Gabriel Lucca da UFMS, a partir de uma impressora a cera ColorQube 8870 da marca
Xerox em sua maior resolugio (2400 FinePoint™) com padrdes de doze circulos com diametros

de 5 mm.
Figura 7 - Folha contendo pPad de cera.

Fonte: Autor, 2019.
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Os dispositivos foram cortados em fitas com 12 reservatorios e em seguida levadas ao
aquecimento onde permaneceram até o derretimento da cera, cerca de 30 a 40 segundos, logo
apos o papel foi resfriado e colou-se uma fita adesiva na parte inferior, afim de evitar

vazamentos (Figura 8).

Figura 8 - uPADs prontos para realizar os experimentos.

Fonte: Autor, 2019.

Microdispositivo com PDMS:

Em primeiro lugar, foram utilizados carimbos convencionais fabricados em borracha e
fixos em suporte de madeira, para a formacéo das barreiras hidrofébicas, com seis reservatorios.
Uma mistura contendo o pré-polimero do PDMS e seu catalisador, na proporg¢éo de 10:1 (m/m),
foi misturada com hexano 98,5%, na proporcdo de 10 g do pré-polimero de PDMS para 1,5 g
de hexano (10:1,5 (m/m)) (DORNELAS, K. L; DOSSI, N.; PICCIN, E., 2015). Essa mistura foi
aplicada sobre uma espuma polimérica (esponja) comercial e utilizando o carimbo contendo o
modelo do dispositivo, foi transferida para a superficie do papel sulfite. Ap6és 30 segundos,
tempo necessario para a mistura penetrar no papel, o PDMS foi curado por 1 hora em 70 °C na
estufa (Figura 9). Logo em seguida, o papel foi resfriado e colou-se uma fita adesiva para evitar
vazamentos, por fim foram inseridas hastes de madeiras fixadas também com fita adesiva para

facilitar o manuseio e o microdispositivo estava pronto para uso (Figura 10).
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Figura 9 - Esquema do método proposto para fabricacdo de uPADs.

Fapel
Carimbo de madeira
Papel
2. Padrdes marcados no
papel com carimbo de l
madeira {contenda Barreira hidrofobica (PDMS)

PDMS). /
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Papel

1. Curado PDMS l
(Estufa 70°C).

oo oCOO
L uPAD

Fonte: DORNELAS, K. L; DOSSI, N.; PICCIN, E, 2015.

Antes dos primeiros testes serem feitos, necessitou-se realizar uma otimizagdo de
volume, afim de avaliar a quantidade de solugéo, tanto de DFC como dos reagentes, que 0S
uPADs suportariam. Nesta otimizagdo utilizou-se as proprias solucdes ja preparadas e variou-

se 0 volume adicionado em cada zona de detecg@o de 2 a 10 pul, com incrementos de 2 pL.

Com a otimizacdo do volume, foi possivel observar que a &rea ficou totalmente
preenchida com a adigdo de 2 uL. de DFC e 2 pL de Cr(VI) ou Hg(ll), ou seja, na proporcao de
1:1.

Para as duas metodologias de fabricagdo de uPADs, 0s testes se deram analisando
concentracbes em uM no intervalo de 5 a 100 uM. Em cada reservatorio foram adicionadas
primeiramente 2 uL da DFC, correspondente ao analito, e logo depois 2 uL do analito
(cromo/mercurio), totalizando um volume para cada reservatorio de 4 uL.. E a partir disso foram
construidas curvas de calibracdo para o Cr(VI) e Hg(ll), respectivamente. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata.
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3.3.1 MEDICAO COLORIMETRICA

Com o objetivo de quantificar a cor produzida pelos ensaios de Cr(VI) e Hg(ll), foram
obtidas imagens digitais dos puPADs pelo iPhone 7 Plus com resolugdo de imagem de 1920 x
1080 pixels e camera com 12 megapixels, acoplado a uma lente macro chinesa. As imagens
foram obtidas imediatamente apds a aplicacdo das solucGes e foram tratadas e quantificadas
matematicamente utilizando o programa computacional Corel Photo Paint 2018.

Apos a digitalizacdo, com o auxilio do programa computacional Corel Photo Paint,
delimitou-se a zona de deteccdo do uPAD com a ferramenta méscara de selecdo com dimensdes
de 50,8 x 50,8 mm. Em seguida, utilizou-se uma ferramenta chamada histograma do software
grafico, esta ferramenta fornece um valor médio da intensidade de pixels da regido selecionada
e esse valor é correlacionado com a concentracdo do analito em questdo. Com 0 uso desta

ferramenta gréfica, foi possivel construir as curvas de calibracdo para cada ensaio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Teste com DFC para Cromo

A DFC para o determinacdo do Cr(VI) ndo apresenta coloracdo. Os testes se deram a partir da
aplicacdo de 2 pL da DFC nos uPADs e observou-se por horas a estabilidade, percebeu-se
que com o tempo ela oxida no papel e forma uma coloracao rosa. Sua capacidade de reagir
colorimetricamente com o analito é perdida. (Figura 10).

Teste com DFC para Mercrio

A DFC para o determinacgédo do Hg(ll) ndo apresenta coloragdo. Os testes se deram a partir da
aplicacdo de 2 uL da DFC nos uPADSs e observou-se por horas a estabilidade, percebeu-se
que com o tempo ela oxida no papel e forma uma coloracéo rosa. Sua capacidade de reagir
colorimetricamente com o analito é perdida. (Figura 12).

Figura 10 - Teste com DFC. (a) Cromo; (b) Mercurio.
(a)

(b)

0000000 pode

Fonte: Autor, 2019.

1. CROMO
A reacdo entre o cromato ou o dicromato e a DFC (HslL), resulta na formacdo de um

quelato de coloracdo violeta intensa ([Cr(HL)2]"). Esse quelato é constituido em Cr(lIl) e 1,5-
difenilcarbazona (H2L). Areacéo é representada pela equagédo [1]:

2 CrOs? + 3 Hal + 8 H* & [Cr(HL)2]* + Cr 3 + HaL+ 8 H0.

Equacéo 1

Essa reacdo ocorre em meio acido, no qual o cromo esta na forma de cromato e, assim,

0 Cr(VI) ¢ reduzido e complexado pela DFC. O pH ideal para tal reagdo ocorrer € reportado na

literatura como sendo igual a 2,0 e, portanto, o estudo do efeito do pH na otimizacdo do método
nédo foi necessario. (MATOS, W. O. et al, 2008)
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A difenilcarbazida é o principal reagente usado para determinacéo de Cr(\VI). Embora a
alta sensibilidade do complexo formado da reacdo da difenilcarbazida com Cr(VI) seja
conhecida desde 1900, a natureza das espécies coloridas permaneceram desconhecidas até parte
da década de 50. Sabe-se hoje que a difenilcarbazida é oxidada a difenilcarbazona e o Cr(VI) é
reduzido para Cr(lll) em meio &cido, e que ocorre a formagdo de um complexo de

difenilcarbazona e Cr(ll1), o qual tem maximo de absor¢do proximo a 540 nm.
4.1.1 pPADs de parafina para testes iniciais
Os testes iniciais de reacao foram realizados com concentracGes de cromo a mol/L para

analisar o poder revelador da DFC, e o resultado se mostrou satisfatério como pode ser

observado na Figura 11.

Figura 11 - pPads de parafina.

107 103 10 10° 10°  (mol/L)

Fonte: Autor, 2019.

4.1.2 pPADs de cera para a determinacdo de Cr(VI)

Os primeiros testes foram realizados nos uPADs com cera, as concentragdes variaram
de 5 a 50 pM. A variagdo na intensidade da coloracdo violeta produzida pela reacdo com
concentracdes crescentes de cromo, permite uma andlise quantitativa para Cr(VI) totais, como
pode ser visto na Figura 12 — (b), porém percebe-se um vazamento da solucédo dissolvendo as
barreiras hidrofébicas. Isso se da pelo fato da DFC ser solubilizada em éalcool, e o alcool etilico

consegue dissolver a cera que foi depositada no papel (Figura 12 — (a)).
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Figura 12 - Ensaio colorimétrico para Cr(VI) nas concentracfes de 5a 50 uM. (a) Imagem

das zonas de testes obtidas com o uPAD fabricado pelo método proposto (b) Curva de
calibracédo obtida, com equagéo linear: Y= -0,196+ 0,0086 X; R = 0,911.

(@)

(b)

(IP -IP)/IP,

50 40 30 20 15 10 5 (umoliL)

0.3 +
-
0.2
0,1 H & ik
0.0 - .
. " (IP(-IP)/IP( = a[Cr(VD]+ b
a=0,0086¢ b=-0,196

o] R=0,911

0 ll() | 2I0 l 3I0 ' 4I0 | SIO

[CR(VD]; 1M

Fonte: Autor, 2019

Os ensaios complexométricos realizados sdo caracterizados por uma variagdo de cor

especifica para cada um. No caso do ensaio de cromo, ocorre 0 aparecimento de uma coloracao

roxa, indicando assim, a presenca do analito.

Para cada reservatdrio foi calculada a média aritmética a partir da intensidade de pixel

da regido onde aconteceu a reagdo, a partir disso foi possivel construir a curva de calibracéo

onde o eixo y refere-se aos valores dessa média e 0 eixo X corresponde as respectivas

concentracdes de Cr(VI). As analises para as amostras de cromo apresentaram boa linearidade

para a utilizacdo dos uPADs com a cera, apesar do vazamento. O valor do coeficiente de
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correlacéo foi de 0,91145, considerado um excelente qualitativo. Para determinar o limite de
deteccdo (LD), que é a menor quantidade ou concentracdo de um analito que pode ser
estabelecida como diferente, admitindo-se um intervalo de confianga, em relagcdo a um branco,
foi calculado baseado na relagéo entre trés vezes desvio padréo do branco (S) e o coeficiente

angular da respectiva curva analitica, conforme Equacéo 2.

LD =35/, Equagéo 2

O valor de LD obtido para a faixa de concentracdo 5 a 50 uM foi de 3614,37 uM.

Para as analises dos limites de quantificacdo (LQ), que € a menor quantidade do analito
em uma amostra que pode ser determinada com precisao e exatiddo aceitaveis sob as condi¢bes
experimentais estabelecida, foi calculado baseado na relagéo entre dez vezes o desvio padréo

do branco (S) e o coeficiente angular da respectiva curva analitica, conforme Equacéo 3.

LQ = 105/m Equacéo 3

O valor de LQ obtido para a faixa de concentracdo 5 a 50 uM foi de 12047,91 uM.
Para os calculos de LD e LQ foram necessarios primeiramente calcular a Variancia (V),
que € uma medida de dispersao que mostra quao distante os valores estdo da média, e o Desvio
Padrdo (DP), que é outra medida de dispersédo é o resultado positivo da raiz quadrada da
variancia. Os resultados obtidos foram os seguintes:
V =107,354 e 0o DP = 10,36

4.1.3 uPADs de PDMS para a determinacédo de Cr(VI)

Ja para a realizacdo dos ensaios com puPADs feitos com barreiras hidrofobicas de
PDMS, as concentracOes variaram de 5 a 100 uM, porém nédo ocorreu vazamento. O PDMS é
um polimero bastante resistente que ndo solubiliza &lcool etilico. A variacdo na intensidade da
cor também pode ser notada, com a mesma caracteristica de cor violeta indicando a presenca

de Cr(VI) como pode ser visto na Figura 13 (a).

Figura 13 - Ensaio colorimétrico para Cr(VI) nas concentragfes de 5a 100 uM. (a) Imagem
das zonas de testes obtidas com o pPAD fabricado pelo método proposto (b) Curva de

calibracéo obtida, com equacao linear: Y= 0,002 + 2854 X; R = 0,96733.
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Fonte: Autor, 2019

Logo, percebe-se que com o PDMS, o coeficiente de correlacdo deu mais préximo do
ideal e pode-se associar isso ao fato do ndo vazamento de solucdo com a utilizagdo do PDMS.

Os limites de LD e LQ também foram calculados e apresentaram os seguintes valores.
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LD =0,01 uM LQ = 0,03 uM

Para finalizar fez-se um ensaio com concentracdes muito menores, de 1 a 5 uM,
utilizando pPAD com cera.
Figura 14 - Ensaio colorimétrico para Cr(VI) nas concentracfes de 1 a 5 uM. (a) Imagem das

zonas de testes obtidas com o pPAD fabricado pelo método proposto (b) Curva de calibragao
obtida, com equacéo linear: Y=181,6 + 2,6x; R = 0,969.

(a
5 4 3 2 1 (uM)
(b)
194 /.
192 o
_ 190 1 /

= r

Q:o 188 e
) ™ (IPg-IP)/IP( = a[Cr(VI)]+ b
186 - P

| ' a=26eb=181,6
184 -”/ R =0,969
. 234
[Cr(VD]: M

Fonte: Autor, 2019.

Para concentracdes menores, obteve-se os seguintes valores para LD e LQ, 11,95 uM e

39,85 UM, respectivamente. A partir disso, nota-se que para concentra¢ées mais baixas ainda é
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possivel determinar Cr(V1) pelo método da DFC, comprovando assim a veracidade do método

de deteccao.

2. MERCURIO

Jé& para o mercdrio, a DFC apresenta uma coloragdo vermelha (Figural4 - a) devido ao
hidroxido de potéssio que age como catalisador, a reagcdo do mercurio com a DFC produz um
composto de cor magenta/violeta. Esta reacdo € reconhecida como um método muito sensivel
e pode ser influenciada por muitos fatores, tais como o pH da solucéao, a exposi¢cdo com o ar e

a proporcao do reagente do metal (Figura 14 — b)

Figura 15 - Soluc@es de 1,5-Difenilcarbazida: (a) pronta para uso imediato; (b) depois de 30
minutos exposta ao ar.

(a) (b)

Fonte: Autor, 2019.
A reacdo quimica que rege esse processo quimico da DFC com o Mercurio é
2 0C(NHNHC4 Cs) + Hg?t & Hg[OC(NHNHC4C5)], + 2H* Equagcéo 4

Assim como foi para 0 cromo, os testes para mercudrio se deram na mesma ordem de

concentracéo e procedimento.
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4.2.1 pPADs de parafina para testes iniciais.

Os testes iniciais de reacdo foram realizados com concentracfes de mercdrio a mol/L
para analisar o poder revelador da DFC, e o resultado se mostrou satisfatorio como pode ser
observado na Figura 16.

Figura 16 - uPADs de parafina para testes com mercurio.

e -
¢ e ¢ 0 O

B

Fonte: Autor, 2019.

4.2.2 uPADs de cera para a determinacao de Hg(ll)

Para testes com cera, as concentragdes variaram de 5 a 50 uM. A variagédo na intensidade
da coloracéo produzida pela reagdo permite fazer uma anélise quantitativa de Hg(I1), como pode
ser visto na Figura 17 - a, porém percebe-se um vazamento da solucdo dissolvendo as barreiras

hidrofdbicas, assim como foi para os teste com Cr(V1), devido a utilizagao da DFC solubilizada em
alcool etilico.

Figura 17 - Ensaio colorimétrico para Hg(l1) nas concentrac@es de 5 a 50 uM. (a) Imagem

das zonas de testes obtidas com o pPAD fabricado pelo método proposto (b) Curva de
calibracdo obtida, com equacéo linear: Y= 82,08 + 0,175x; R = 0,885.

(@)
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(b)
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Fonte: Autor, 2019.

O valor de LD obtido para a faixa de concentragdo 5 a 50 uM foi de 275,40 uM e para

LQ foi de 918,01 pM.

Da mesma forma que foi para Cr(VI), calculou-se a Variancia e o Desvio Padrdo e

obtiveram os seguintes valores:

V =258,1e0DP =16,06

4.2.3 uPADs de PDMS para a determinacao de Hg(ll)

Ja para a realizacdo dos ensaios com puPADs feitos com barreiras hidrofobicas de

PDMS, as concentracdes variaram de 5 a 100 uM, porém nédo ocorreu vazamento. A variagdo

na intensidade da cor também pode ser notada, com a mesma caracteristica de cor magenta

indicando a presenca de Hg(ll) como pode ser visto na Figura 18.

Figura 18 - Ensaio colorimétrico para Hg(l1) nas concentra¢@es de 5 a 100 uM. (a) Imagem
das zonas de testes obtidas com o uPAD fabricado pelo método proposto (b) Curva de
calibracdo obtida, com equagdo linear: Y= - 0,148 + 10576X; R = 0,900.
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Fonte: Autor, 2019
O valor de LD obtido para a faixa de concentracdo 5 a 100 uM foi de 0,004 uM e para
LQ foi de 0,01 uM.
Para finalizar fez-se um ensaio para concentracdes muito menores, de 1 a 5 uM,
utilizando pPAD de cera.

Figura 19 - Ensaio colorimétrico para Hg(ll) nas concentra¢@es de 1 a 5 uM. (a) Imagem das
zonas de testes obtidas com o pPAD fabricado pelo método proposto (b) Curva de calibragao
obtida, com equacao linear: Y= 86,44 + 5,23x; R = 0,650.
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Fonte: Autor, 2019
Para esse Ultimo teste ndo apresentou linearidade e ndo foi conforme esperado.

Assim, comparando os LD, LQ, e 0 R para os dois metais, percebe-se que para dispositivos
feitos com a impressdo a cera, as solugdes vazaram, aumentando o raio do reservatorio e
espalhando a solugdo com o analito, devido a solucdo de DFC, que no seu preparo foi utilizado
alcool etilico para solubiliza-la. Pela literatura, sabemos que a cera é altamente solGvel na
presenca de alcool. Afim de corrigir esse espalhamento da amostra no reservatorio, que influi
diretamente na determinacdo do analito e na captura das imagens, utilizou-se como alternativa
0 PDMS, pois sua estrutura quimica ndo solubiliza a DFC e mantém a uniformidade da cor em
cada reservatorio. (DORNELAS, K. L; DOSSI, N.; PICCIN, E., 2015) Observa-se que 0s
valores para LD e LQ ndo foram valores adequados, pode-se atribuir esse ao a captura das
imagens e as solucBes utilizadas. Os melhores valores para esses pardmetros foram para

barreiras de PDMS. Tabela 3 pode-se observar esses resultados.
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Tabela 2- Comparativos entre as metodologias utilizadas e os resultados obtidos.

Cromo

CERA

la5pM  5a50puM

0,969 0,9111

11,95 uM 3614 uM

39,85 uM 12047 uM

PDMS

5a 100 pM

0,967

0,01 uM

0,03 uM

Fonte: Autor, 2019.

Mercurio

CERA PDMS

la5pM  5a50pM  5a100 pM

0,650 0,885 0,900

9,21 uM 275,50 uM 0,004 uM

30,71 uM 918,01 uM 0,01 uM
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5 CONCLUSAO

Este trabalho apresentou o desenvolvimento de pPADs visando aplicagdes em analises
de soluc@es preparadas de Cr(VI) e Hg(ll). Com isso, foi possivel mostrar a aplicacdo destes
dispositivos em amostras previamente preparadas para a determinacdo de dois metais muito
toxicos, através da deteccdo colorimétrica.

O processo de revelagdo dos analitos se deu a partir da utilizagdo do cromogeno
1,5-Difenilcarbazida e mostrou-se ser uma boa alternativa por ser um método rapido e facil, e
também por apresentar um bom desempenho analitico, uma vez que as curvas analiticas
apresentaram boas linearidades, porém para otimizar e verificar possiveis interferentes, e a
repetibilidade do sistema sdo necessarios mais estudos. Os melhores resultados se deram com
ensaios feitos com barreiras hidrofébicas de PDMS nos uPADs, permitindo para Cr(VI) LD
igual 20,01 puM e LQ igual a 0,03 uM e para Hg(ll) LD de 0,004 uM e LD de 0,015 puM.

Muitos problemas foram detectados ao longo da metodologia e dos resultados, como
por exemplo a utilizacdo de barreiras hidrofobicas diferentes, a forma de capturar as imagens,
os valores de LD e LQ que ndo foram os esperados, a falta de uniformidade da cor e a
solubilidade do reagente cromoforo. Esses parametros precisam ser analisados novamente para
adequar a metodologia.

Dentre as vantagens que os uPADs apresentaram, sdo elas as mais relevantes: baixo
custo, portabilidade, facilidade de transporte, facilidade no manuseio e analises rapidas. Os
materiais utilizados sdo de facil aquisicdo e baixo custo e permitem a implementacdo da
metodologia em laboratdrios de pesquisa, sem o0 emprego de equipamentos sofisticados.

Portanto, os uPADs desenvolvidos e testados nesse trabalho, possuem elevado potencial
para serem inseridos comercialmente e acredita-se que diante de todas essas vantagens, ird

facilitar as andlises clinicas e 0 monitoramento ambiental.
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6 PERSPECTIVAS

Como visto anteriormente, inumeras aplicagdes existem para os pPADs, entdo ficam
como perspectivas para complementacdo do trabalho as seguintes atividades:

v Determinacdo de metais em amostras forenses de cigarros contrabandeados do Paraguai.

v Aplicar metodologias analitica alternativas para a bioadsorcdo e pré-concentracdo de
tracos de metais pesado, tais como Pb(Il), Cd(Il), Cr(VI) e Hg(ll), e dos agrotdxicos
glifosato, ametrina, clomazona e carbamatos presentes em aguas naturais, empregando
um sistema em batelada com deteccdo espectrofotométrica e um microfluidico
dispositivo analitico baseado em papel (WPAD) para detec¢ao colorimétrica rapida in
situ e usando os endocarpos do cocos nucifera, do attalea speciosa, do mesocarpo do
theobroma grandiflorum e carcacas de crustaceos como bioadsorvente de baixo custo
para a adsor¢do e pré-concentracdo dessas espécies.

v Realizar teste de provaveis interferente presentes em amostras reais utilizando o sistema

de melhor resultado deste trabalho.
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