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RESUMO

Nos ultimos anos, tem havido uma crescente preocupagao ecoldgica e de salde publica global
associada a contaminacdo ambiental por metais potencialmente tdxicos, pois os ions metalicos,
como Hg?* e Pb?*, entram nos ecossistemas como espécies quimicas dissolvidas nos sistemas
hidricos e se enquadram na categoria de carcinogénicos humanos, e poluentes néo
biodegradaveis, acarretando efeitos nocivos sobre a saude, genética, nutricdo e ecossistemas.
Portanto, o desenvolvimento de dispositivo capaz de identificar e quantificar a concentracéo
desses analitos € de suma importancia. Dessa forma, neste trabalho, um dispositivo analitico
baseado em papel de teste in loco para a determinagdo simultdnea do Hg?* e do Pb?*, em
amostras de aguas naturais do Rio S&o Francisco da cidade ribeirinha de Penedo é apresentada.
Os Microdispositivos analiticos baseados em papel (LPADs) foram associados a deteccéo
colorimétrica, baseada na reacdo entre os analitos em questao e a sonda colorimétrica ditizona,
gerando uma cor proporcional a concentracdo destea metais. Foi observado que o sistema se
comporta melhor em pH = 9,0, com uma solucdo tamp&o de &cido borico. Foi estudado nesse
trabalho a influéncia dos canais de cor da escala RGB (Red (vermelho), Green (verde) e Blue
(azul)), observou-se que para 0 método proposto neste trabalho o canal vermelho apresentou o
melhor resultado para ambos os metais. Verificou-se a estabildade da cor apresentada nos
dispositivos, com uma variacdo de apenas 5% e 10% em um intervalo de tempo de 4h na
presenca do Hg?* e do Pb?*, respectivamente. Além disso, obteve-se baixa interferéncia dos
metais potencialmente toxicos (Na*,K*, Fe¥* ,Mn?*, Zn?* e Cu?") que podem ser encontrados
em amostras de agua, o que indica boa seletividade, para ambos analitos. Dos quatro tipos de
layouts abordados nesse trabalho o que se sobressaiu foi o dispositivo 04, pois, apresentou
melhor resultado devido a sua largura, o tempo de secagem e volume dos reagentes. Na
avaliacdo da linearidade, os valores do canal vermelho tiveram correlacéo superior a 0,989 para
0 mercurio e 0,991 para o chumbo. O limite de detec¢édo determinado foi de LOD = 0,82 pg/mL
e quantificacdo foi de LOQ= 1,12 pg/mL, com faixa linear de 1 — 20 pg/mL para o mercurio, e
para 0 chumbo os valores encontrados foram de LOD= 0,89 pug/mL; LOQ= 5,35 pug/mL e faixa
linear de 5- 30 pg/mL. Portanto, essa metodologia mostrou-se adequada para aplicacdo em
amostras de aguas naturais e € uma alternativa simples, barata e rapida para a determinacéo do
Hg?* e do Pb?*.

Palavras-Chave: Dispositivos baseado em papel; Deteccdo colorimétrica; Chumbo; Mercurio



ABSTRACT

In recent years, there has been a growing ecological and global public health concern associated
with environmental contamination by potentially toxic metals, as metal ions such as Hg?* and
Pb?* enter ecosystems as chemical species dissolved in water systems and fall into the category
of human carcinogens, and non-biodegradable pollutants, resulting in harmful effects on health,
genetics, nutrition and ecosystems. Therefore, the development of a device capable of
identifying and quantifying the concentration of these analytes is of paramount importance.
Thus, in this work, an analytical device based on in loco test paper for the simultaneous
determination of Hg?* and Pb?* in samples of natural waters from the S&o Francisco River in the
riverside town of Penedo is presented. Paper-based analytical microdevices (UPADs) were
associated with colorimetric detection, based on the reaction between the analytes in question
and the dithizone colorimetric probe, generating a color proportional to the concentration of
these metals. It was observed that the system behaves better at pH=9.0, with a boric acid buffer
solution. In this work, the influence of the color channels of the RGB scale (Red , Green and
Blue) was studied, it was observed that for the method proposed in this work the red channel
presented the best result for both metals. The stability of the color presented in the devices was
verified, with a variation of only 5% and 10% in a time interval of 4h in the presence of Hg?*
and Pb?*, respectively. In addition, low interference was obtained from potentially toxic metals
(Na*, K*, Fe3* ,Mn?*, Zn?* and Cu?*) that can be found in water samples, which indicates good
selectivity for both analytes. Of the four types of layouts discussed in this work, the device 04
stood out, as it presented the best result due to its width, drying time and volume of reagents. In
the evaluation of linearity, the values of the red channel had a correlation greater than 0.989 for
mercury and 0.991 for lead. The detection limit determined was LOD=0.82 pg/mL and
quantification was LOQ= 1.12 pg/mL, with a linear range of 1 — 20 pug/mL for mercury, and for
lead the values found were of LOD= 0.89 pug/mL; LOQ=5.35 pg/mL and linear range of 5 - 30
pug/mL. Therefore, this methodology proved to be suitable for application in natural water
samples. It is a simple, cheap and fast alternative for the determination of Hg?* and Pb?*.

Keywords: Paper-based devices; Colorimetric detection; Lead; Mercury.
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1 INTRODUCAO

A &gua é essencial na evolucdo e na preservacdo de todas as formas de vida na
biosfera terrestre. A utilizacéo irracional dos recursos naturais passou a ser uma preocupagao
de ordem mundial. A agua é uma fonte de vida Unica, escassa e sustenta o equilibrio dos
ecossistemas. Sendo assim, o estudo da qualidade da agua é de suma importancia, tanto para
apresentar as consequéncias de uma determinada atividade poluidora, quanto para se
estabelecer os meios para que se satisfaca determinado uso da agua.

Neste contexto, 0 uso da agua deve ser realizado com consciéncia e discernimento,
de forma a garantir a sua utilizacao pelas atuais e futuras geracoes, pois o0s rios sdo fortemente
poluidos por residuos industriais, residuos de lixos, por agrotoxicos e lancamento de esgoto
doméstico sem tratamento, interferindo na qualidade e quantidade de suas &guas. Dessa
forma, a poluicdo ambiental é um dos principais problemas que contribui para que se chegue
a uma situacdo de esgotamento ou de deterioracao de rios, lagos e mares.

O envenenamento por metais potencialmente tdxicos tem recebido consideravel
atencdo devido a sua alta toxicidade e seus efeitos nocivos sobre a salde, genética, nutricdo
e ecossistemas (LARBI O. et al., 2019). Os metais pesados séo constituintes naturais da
crosta terrestre, no entanto as atividades humanas alteram drasticamente os ciclos
biogeoquimicos naturais destes elementos, como, 0 uso excessivo nas industrias que realizam
0s descartes no meio ambiente, resultando em riscos de contaminagéo global, uma vez que,
estes metais ndo se degradam, mas ficam acumulados em corpos d'agua como resultado da
bioacumulagdo. (RUCHI D. S. et al., 2021).

Dentre todas as contaminagfes da agua, os ions de metais pesados, como Pb 2*,
Cd 2*, Zn 2, Ni #* e Hg ?* tém alta toxicidade e ndo sdo biodegradaveis , podendo causar
graves problemas de salde em animais e seres humanos, como cancer, disfuncdo hepaética,
distdrbios nos sistemas enddcrino e nervoso, dentre outros problemas (RUCHI D. S. et al.,
2021; LARBI O. et al., 2019). Tais metais apresentam varias caracteristicas fisicas e
quimicas, o que lhes proporcionou um largo emprego na industria moderna, como matéria-
prima de varios produtos. Sdo geralmente usados para confeccionar ligas metalicas e outros

materiais. Nestes compostos 0s metais geralmente possuem configuracao eletronica reduzida
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(nimero de oxidacéo baixo), situacdo em que séo facilmente corrosiveis, gerando cations que
formam compostos de coordenagdo altamente solGveis em agua e facilmente absorvidos por
organismos vivos (MUSE, J. O. et al., 2006).

Nesse contexto, muitas cidades ribeirinhas fazem o uso da agua do rio para consumo
domeéstico, lazer e pesca de subsisténcia, sendo assim, ver-se a importancia de um
monitoramento periddica da concentracdo de espécies quimicas, segundo a Resolugdo n.° 357
de 17 de marco de 2005 do CONAMA, as quais podem estar presentes nas aguas do referido
rio em niveis de concentracao superior ao permitido pela legislacao brasileira vigente. Dessa
forma, esse trabalho tem como foco contribuir para o desenvolvimento de metodologia
analitica para determinacdo simultanea do Mercurio (Hg?") e do Chumbo (Pb?"), em &guas
naturais do Rio S&o Francisco na cidade ribeirinha de Penedo, com a utilizagdo de um
microdispositivo analitico baseado em papel (LPAD, do inglés micro paper-based analytical

device) com deteccdo colorimétrica.
2 FUNDAMENTAQAO TEORICA

2.1 Rio Sao Francisco da Cidade Ribeirinha de Penedo

Considerado um dos mais importantes cursos d'agua do Brasil e da América Latina,
o0 rio Sao Francisco foi descoberto em 04 de outubro de 1501, por Américo Vespucio, era
chamado Opara — rio Mar — pelos indios que habitavam suas margens, e recebera este nome
em homenagem ao dia de S0 Francisco de Assis. E também conhecido por “Velho Chico”
e “rio da integracdo nacional” por ter sua bacia ocupando unicamente o territorio nacional
brasileiro conforme afirmam a Companhia de Saneamento de Sergipe (DESQO) e 0 Comité da
Bacia Hidrografica do S&o Francisco (CBHSF, 2016).

A bacia hidrografica do rio S&o Francisco tem grande importancia para o pais ndo
apenas pelo volume de &gua transportado em uma regido semiarida, mas, também, pelo
potencial hidrico passivel de aproveitamento e por sua contribui¢do histérica e econdmica
para a regido (CASTRO e PEREIRA,2017). A Bacia Hidrogréafica do rio S&do Francisco
abrange 639.219 km? de area de drenagem (7,5% do pais) e vazdo média de 2.850 m3 /s (2%

do total do pais). O rio So Francisco tem 2.700 km de extensdo e nasce na Serra da Canastra
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em Minas Gerais, escoando no sentido sul-norte pela Bahia e Pernambuco, quando altera seu
curso para este, chegando ao Oceano Atléntico atraves da divisa entre Alagoas e Sergipe. A
Bacia esta presente em sete unidades da federacdo, sendo, 48,2% na Bahia, 36,8% em Minas
Gerais, 10,9% em Pernambuco, 2,2 % Alagoas, 1,2 % em Sergipe, 0,5% Goias e 0,2 % no
Distrito Federal (RIBEIRO A.; ALMEIDA R.N., 2019; CBHSF,2020).

Devido a sua extensdo e aos diferentes ambientes, divide-se em quatro regies
fisiogréficas: Alto, Médio, Submédio e Baixo Sdo Francisco. O Baixo S&o Francisco (BSF)
que se inicia na cidade de Paulo Afonso (BA) e termina na foz no Oceano Atlantico, perpassa
por diferentes lugares, como, Feliz Deserto, Pacatuba, Penedo, Piacabucu, Santana do
Ipanema e Major Isidoro. Penedo é um municipio brasileiro do estado de Alagoas localizado
ao sul do estado, € uma cidade ribeirinha as margens do rio S&o Francisco. Reproduz a mesma
realidade das demais regides do rio, no que diz respeito a dependéncia das comunidades, e
assim como em toda a sua extensdo, o velho Chico mantém-se como importante recurso
provedor do desenvolvimento e subsisténcia, pois possui valor econdmica, cultural e social,
especialmente para as regides Nordeste e Sudeste.

O surgimento e desenvolvimento socioecondmico de grande parte das cidades que
margeiam o rio Sdo Francisco deram-se pela existéncia deste recurso hidrico. O progresso
oriundo da exploracdo do rio possibilitou o crescimento das cidades ribeirinhas em todos os
aspectos, por consequéncia, quando explorado de forma descontrolada e pouco sustentavel
pode acarretar em graves problemas ambientais, como degradacdo do solo, assoreamento dos
leitos dos rios, poluicdo e escassez hidrica (AGUIAR NETTO et al., 2011; TALLMAN E
BENECTIDO, 2018), além de conviver com os impactos causados por fatores naturais e pela
acdo antrépica, como, desmatamento da vegetacdo ciliar; barramento do curso natural do rio
para exploracdo energética; transposicdo de suas aguas; desaparecimento de afluentes
importantes descarte de residuos sélidos e despejo de esgotos domiciliares e industriais sem
tratamento, dentre outros.

Devido a estes fatores € crescente a preocupagdo com a disponibilidade dos recursos
hidricos em quantidade e qualidade compativeis com seus usos, principalmente com o
abastecimento publico. A contaminag&o hidrica do Rio Séo Francisco da cidade ribeirinha de
Penedo é um desafio que envolve relagbes complexas devido as maltiplas fontes de poluigdo
(RODRIGUES et al., 2004; LIMA et al.,2018). No entanto, este rio, assim como muitos
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outros sdo suscetiveis a contaminacdes de espécies quimicas nocivas a saude humana. Nesse
sentido, a regido exige um monitoramento continuo da qualidade da &gua e do manuseio do
ecossistema fluvial, sendo de fundamental importancia a apresentacdo de metodologias para
determinacdo e quantificacdo de possiveis espécies contaminantes, como metais

potencialmente toxicos.

2.2 Metais pesados

Os metais pesados sdo definidos como elementos metélicos que possuem uma
densidade relativamente alta em comparacdo com a dgua. Em geral, todos os metais, com
densidade igual ou superior a 5 e nimero atbmico superior a 11 e que constituam risco para
0 meio ambiente e/ou para 0 homem, sdo considerados metais pesados (TCHOUNWOU et
al., 2012). Os limites de concentragéo tolerados, de acordo com a resolugdo CONAMA n°
357, de 17 de marco de 2005 o valor maximo dos padrdes de qualidade de &gua para os metais
potencialmente pesados varia de 2,0x10* a 1,0x10"* mg/L. Sendo 1,0x10 mg/L e 2,0x10*
mg/L os valores maximos para o chumbo total e mercurio total, respectivamente.

Determinados elementos metélicos podem apresentar toxicidade elevada para
muitas formas de vida, enquanto outros séo considerados essenciais, como por exemplo,
cadmio, cromo, cobre, chumbo, mercurio, niquel e zinco (inferiores a cerca de 0,01 mg/L).
No entanto, a partir de determinadas concentracGes, pois em concentracdes elevadas e
dependendo do tipo do metal, podem trazer graves prejuizos a comunidade aquética, as
pessoas e animais que se utilizam de aguas contaminadas (ZHANG, W. et al., 2016; LUO,
X.etal., 2016; RASEL D. C.D. V. etal., 2017; SALL, M. L. et al., 2020). As fontes desses
ions metélicos toxicos sdo principalmente de mineracao, efluentes de residuos industriais,
estacOes de tratamento de &guas residuais municipais, refinarias de petroleo e dentre outros
(M. THIRUMALAI et al. ,2018).

Nos ultimos anos, tem havido uma crescente preocupacéo ecoldgica e de saude
publica global associada & contaminagdo ambiental por esses metais, pois 0s ions metalicos,
entram nos ecossistemas como entidades dissolvidas nos sistemas hidricos e se enquadram

na categoria de carcinogénicos humanos, e poluentes ndo biodegradaveis, além disso, entram
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no sistema bioldgico principalmente através da cadeia alimentar (IMRAN A., ZEID A. AL-
0., ABDULRAHMAN AL-W , 2016; KUMAR M et al. , 2017; IMRAN A, et al., 2017).

A exposi¢do a metais potencialmente toxicos pode causar varias doencas humanas
graves, como problemas respiratérios, patologia renal, distirbios neurolégicos e cancer.
Relacionado a toxicologia, 0os metais pesados podem provocar doencas respiratdrias, em
contato direto com a pele podem causar ulceraces e perfuracdo do septo nasal, pode também
afetar o sistema imunoldgico nos humanos, além disso, a maioria dos metais pesados irritam
os olhos, a pele e as mucosas. (ARSHAD, M. N. et al., 2017; EL-SHISHTAWY, R. et al.,
2018; KHAN, A. et al., 2018; AWUAL, M. R. et al., 2018).

Tabela 1: Efeitos toxicos de alguns metais pesados na salde humana.

Metal pesado Toxidade Referéncias
Mercurio (1) Disturbios do sistema COUNTER, S. A
nervoso (memoria, fungdes BUCHANAN, L. H, 2004;
sensoriais, coordenacdo).  RALSTON, N. V.C;
RAYMOND, L. J, 2018.

Cromo (VI) Doencas de pele, anemia, CHIU et al.,2010;
cancer. AHMAD et al., 2012.

Chumbo (1) Distrbios do sistema APOSTOLI et al., 2000;
Nervoso, disturbios AHAMED et al.,2008.

hepaticos e renais,

diminuig&o da fertilidade.

Cadmio (11) Disturbios  respiratorios, WAISBERG et al., 2003;
doencas renais. OTHUMPAMGAT et al.,

2005.
Niquel (11) Doengas respiratdrias, COOGAN et al.,2008;

asma, mal formacdes DAS etal., 2018.
congeénitas, cancer.
Fonte: Autora, 2022.
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Na Tabela 1 é possivel identificar varios problemas de saide humana que podem
ser causados por metais pesados potencialmente toxicos. Nas se¢Bes a seguir, sera
apresentado um estudo especifico sobre o impacto e a toxicidade no meio ambiente e na

saude humana do mercurio e do chumbo.

2.2.1 Impacto e toxidade do Mercurio

O mercurio é um metal pesado pertencente a série de elementos de transicdo da
Tabela periddica. E o tnico que existe ou é encontrado na natureza em trés formas (elementar,
inorganica e organica), cada uma com seu préprio perfil de toxicidade (CLARKSON T.W.,
MAGOS L., MYERS G.J, 2003). A temperatura ambiente, o mercdrio elementar existe como
um liquido que tem alta pressao de vapor e é liberado no meio ambiente como vapor de
mercurio. O mercurio também existe como um céation com estados de oxidacdo de +1
(mercuroso) ou +2 (mercurico) (GUZZI G, LA PORTA C.A.M, 2008 TCHOUNWOU, P. B.
etal., 2012).

Tanto os seres humanos quanto 0s animais estao expostos a varias formas quimicas
de mercurio no meio ambiente. Na forma inorganica pode ser encontrado sob trés diferentes
estados de oxidacdo: o Hg elementar (Hg®), o qual se encontra principalmente na forma de
gés, o ion mercuroso (Hg2?"), forma pouco estavel em sistemas naturais, € o jon mercurico
(Hg?*) e na forma organica, o ion mercurico apresenta-se ligado covalentemente a um radical
organico, sendo o metilmercudrio (CHsHg") e o dimetilmercurio ((CH3)2Hg) os mais comuns,
ou ainda com ligantes organicos naturais. Como o mercurio é pode ser encontrado no meio
ambiente, humanos, plantas e animais sdo incapazes de evitar a exposi¢do a alguma forma
de mercdrio (TCHOUNWOU P.B. et al., 2003; DOPP E. et al., 2004).

O mercurio € um metal extremamente toxico, cuja exposicao direta, mesmo em
doses pequenas e por um longo periodo de tempo, pode causar uma ampla gama de efeitos
adversos a saude. Quando na forma de vapor, ele é facilmente absorvido pelo sistema
respiratorio e solubilizado no sangue, sendo transportado até aos rins e cérebro. Apresenta
efeito citotoxico no sistema nervosa central e nas células tronco, resultando em danos aos
pulmdes, nauseas, vomitos, diarreia, alteracdes na frequéncia cardiaca, erupcbes cutaneas,

além de irritacdo nos olhos. Pode acarretar também em transtornos psicologicos, como
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irritabilidade, perda de memoria, além de outros problemas fisicos, como alteragdes na visao
ou na audicéo e espasmos (MARTIN; GRISWOLD, 2009; SALL, M. L. et al., 2020;).

O mercurio pode inibir o crescimento de organismos unicelulares (algas, bactérias
e fungos) e de peixes, como a truta arco-iris, produzindo um excesso de mortalidade
embrionaria e larval. Em mulheres gravidas, pode facilmente atravessar a placenta e atingir
o feto. ApGs o0 nascimento, 0 risco persiste, pois o leite materno humano também esta
contaminado. Sob esta forma, o merclrio € muito neurotoxico e pode se bioacumular,
especialmente em criancas. Mesmo em baixas concentracdes, tem efeito citotoxico nas

células-tronco do sistema nervoso central (TAN et al., 2009; XUN et al., 2017).

2.2.2 Impacto e toxicidade do chumbo

O chumbo é um metal cinza-azulado de ocorréncia natural presente em pequenas
quantidades na crosta terrestre. Embora o chumbo ocorra naturalmente no meio ambiente,
atividades antropicas como queima de combustiveis fésseis, mineracdo e manufatura
contribuem para a liberacdo de altas concentracbes. O chumbo tem muitas aplicacdes
industriais, agricolas e domésticas, por exemplo, atualmente é utilizado na producdo de
baterias de chumbo-acido, municGes, produtos metélicos (soldas e tubos) e dispositivos para
blindagem de raios X, além disso, nos Gltimos anos, o uso industrial de chumbo foi reduzido
significativamente a partir de tintas e produtos ceramicos, calafetagem e solda de tubos
(TCHOUNWOU, P. B. et al.,2012).

O chumbo é um dos metais pesados potencialmente tdxicos, que tras uma série de
problemas para a sociedade, pois, sua toxicidade a longo prazo é comumente conhecida como
envenenamento por chumbo. Pode ter sérios efeitos nos sistemas nervoso, hematopoiético e
cardiovascular humano. Em altas doses, o chumbo pode causar distdrbios neurolégicos,
hematoldgicos e renais. Em criangas, também pode produzir distdrbios do desenvolvimento
cerebral, com disturbios psicologicos e dificuldades de aprendizagem. A intoxicacdo por
chumbo resulta em diminuicéo da fertilidade, morte de fetos e aborto esponténeo, e distdrbios
neuroldgicos, cardiovasculares e gastrointestinais e também pode ter efeitos mutagénicos e
carcinogénicos (AHAMED et al., 2008; MARTIN , GRISWOLD, 2009 ; WANI et al., 2015).
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2.2.3 Metodologias de deteccdo de metais pesados

Sabe-se que é extremamente importante enquadrar especificacGes regulatorias
rigorosas na prevencdo da exposi¢cdo humana aos metais pesados supracitados. Devido aos
efeitos adversos desses compostos na satde humana e no meio ambiente, a determinacéo de
metais pesados tem atraido consideravel atengdo nos ultimos anos (ARSHAD, M. N. et a.,
2017; EL-SHISHTAWY, R. et al., 2018; KHAN, A. et al., 2018; AWUAL, M. R. et al.,
2018).

Metodologias baseadas em técnicas cromatograficas sdo reportados na literatura
para determinagéo de metais pesados, como por exemplo, Thirumalai e colaboradores (2018)
desenvolveram uma metodologia de analise para metais pesados toxicos, Pb?*, Hg?* e Cd?",
utilizando um novo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-
HPLC) para a separacdo rapida, seletiva e sequencial destes ions. Para melhorar a
sensibilidade deste método de RP-HPLC, os autores modificaram a superficie de uma coluna
monolitica, utilizando C18 (Chromolith RP-18e, 100 x 4,6 mm) um ligante organico
anfifilico (sintetizado em laboratério), 1,5-dioctanoil-1,5-difenilcarbazida (DODPC), o qual,
atuava como receptor ion-seletivo, para a separacdo dos analitos alvo. Os parametros
cromatograficos como linearidade, preciséo, recuperacdo, limites de deteccdo e quantificacdo
foram validados para alcangar resultados analiticos superiores. A influéncia de vérios
parametros analiticos como natureza da fase movel e sua concentracdo, pH da solucéo, vazao,
reagente pds-coluna e sua concentracdo foram estudados e otimizados.

Espectrofotometria UV/Vis também pode ser utilizada na determinacdo de metais
pesados. Isquibola e Rodrigues (2021) desenvolveram uma metodologia baseada na
determinacdo e a quantificagdo desses metais em pilhas do tipo comum que j& foram
utilizadas e estavam préprias para o descarte, utilizando a técnica de espectrofotometria
UV/Vis, onde os analitos foram associados a reagentes cromaéforos, como por exemplo a
difenilcarbazona, que produz complexos [M-Ligante] que absorvem comprimentos de onda
especificos de facil deteccdo. A metodologia proposta apresentou eficacia na determinacéo,
e as concentragdes encontradas se apresentaram inferiores as permitidas, demonstrando uma

adequacdo por parte dos fabricantes.
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Fernandes e colaboradores (2007) desenvolveram uma metodologia para avaliar a
presenca dos metais pesados Cd, Pb, Cu, Cr, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn por espectrofotometria de
emissdo de plasma, em solos agricolas, agua de irrigacdo e alguns vegetais, provenientes de
areas olericolas do estado de Minas Gerais. As amostras foram submetidas a digestdo acida
e os teores de metais pesados determinados em um espectrofotdmetro de emissdo de plasma.
A maior parte das amostras de solo apresentaram baixos teores totais de metais pesados ndo
indicando acumulacéo desses elementos. De maneira geral, os pesquisadores observaram que
os dados indicaram que as amostras de solo, &gua e vegetais analisadas ndo estdo
contaminadas por metais pesados.

Abordagens com a utilizacdo de deteccdo flurométrica também sdo relatadas na
literatura. Yahyazadeh e Shemirani (2019) desenvolveram uma metodologia utilizando
pontos de carbono facilmente sintetizados para determinacdo de mercurio (I1) em amostras
de 4gua, com um método térmico simples para sintetizar os pontos de carbono a partir de
precursores de acido citrico e glicina. Os pesquisadores verificaram que os fons Hg?" podem
extinguir seletivamente a emissdo de fluorescéncia desses pontos de carbono.
Posteriormente, projetaram e otimizaram um sensor para a determinagio de ions Hg?*. O
limite de deteccdo e quantificacdo do sensor encontrado foi de 38 e 112 ppb, respectivamente.
O sensor mostrou boa seletividade para ions Hg?" e foi utilizado com sucesso para a
determinacéo de ions Hg?* em amostras de agua mineral.

A Tabela 2 abaixo elenca algumas abordagens presentes na literatura para detec¢édo
de metais pesados. Em geral, as técnicas supracitadas apresentam vantagens na deteccdo e
determinacdo destas substancias, pois sdo adequadamente sensiveis, especificas e precisas.
No entanto, todos eles exigem equipamentos caros e volumosos, pessoal treinado e operacao
trabalhosa. Portanto, os pesquisadores tém se esfor¢ado para desenvolver dispositivos de
deteccdo baratos, simples, sensiveis, especificos, precisos, faceis de usar e ecoldgicos, e 0

MPAD ¢ uma das solugdes mais promissoras.
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Tabela 2: Relacéo de trabalhos presentes na literatura que propdem a determinacéo de metais pesados
em diferentes matrizes.

Deteccdo Amostra  Analito  Faixa linear LOD Referéncias
Espectrometria Cu, Zn, Pb, Hg e
de absorgéo . Cd, As, As (1,40 ; 11; MAKEDONSK
eixes
atbmica com : Hg, Pb, | 0,08;0,12;1,10 | N&o informado I, L. etal,
bulgaros
chama e forno de ZneCu mg/ kg w.w, 2017.
grafite respectivamente.)
Cr, Pb e Hg
. (0,8,15e0,7
Espectroscopia Cr,Pbe o KHUMAENI,
Solo Nao informado mg/kg,
de plasma Hg ) A.etal., 2017.
respectivamente
)
Eletroquimiolum | Fitas de Pb%* e ) 10pMand 0.2 | ZHANG, M. et
Né&o informado
inescéncia DNA Hg?* nM al.,2013.
0,125 ¢ 4 ug/mL
0,15 ug/mL e
i (r>=0,9926) e 0,1
) Agua Cr(lll) e 0,07 pg/mL, UMESH et al.,
Cromatografia ] € 3,0 ug/mL (12 = )
potavel Cr(VI) respectivamente 2015.
0,9983),
respectivamente
Cd?, 7,7 (Cd?), 3,0
Agua de Pb?", (Pb?), 4,7
Eletroquimica ) 0,1 a4,5 pumol /L SILVA, 2019.
torneira Cu®e (Cu*) e 9,6
Hg?* (Hg?*) nmol/L
0,075 g/L -
Pb*, . .
i 0,05-50,0 g/mL Pb?*, 0,090 g/L Thirumalai et
) Agua Hg?* e
Cromatografia ol - Cd?* 0,120 g/L al.,2018.
- ng+
Hg?*-0,5941 .
Isquibola e
Espectrofotometr ; Pb% e ; mg/L )
. ] Pilhas Ndo informado Rodrigues,
ia UV/Vis Hg?* Pb% - 153,1
2021.
mg/L
i Yahyazadeh e
Espectros de Agua o
) Hg?* 0,12-2,0 ppm 38 ppb Shemirani,
fluorescéncia mineral 2019

Fonte: Autora, 2022.
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Adicionalmente, a averiguacdo dessas espécies em diferentes matrizes apresenta
elevada relevancia, sendo essencial o desenvolvimento de metodologias analiticas eficazes,
sensiveis, reprodutiveis, robustas, repetitivas e confidveis. Neste sentido, a utilizacdo de
metodologias com YPAD configura uma alternativa viavel e de baixo custo, quando
comparadas a outras técnicas, que apresenta vantagens como a diminui¢cdo do consumo de
reagentes, tempos de andlises mais curtos, portabilidade, automacdo, possibilidade de
integracdo de varias etapas de um procedimento analitico e utilizacdo de diferentes sistemas
de deteccdo. (HENRY, 2006; POL et al., 2017; FIRDAUS et al., 2019; ZHANG H.; YANG
F-Q, 2021).

2.3 Miniaturizacdo em quimica analitica

A comunidade cientifica tem observado, nas Ultimas décadas, o surgimento, o
crescimento e a consolidacdo de uma nova tendéncia mundial: a miniaturizacdo. Em
diferentes ramificacdes da ciéncia € comum, e cada vez mais necessario, o uso de dispositivos
miniaturizados. Na Quimica Analitica ndo € diferente, e 0 uso de sistemas miniaturizados é
uma realidade em &mbito mundial, devido ao desenvolvimento destes sistemas analiticos
(VAN DEN BRINK et al., 2015; AHRBERG et al., 2016; LIN P. H.; LI B.R., 2021).

A miniaturizacdo de dispositivos eletronicos, a partir da década de 60, provocou
uma verdadeira revolugdo na eletrénica e na informética. O rapido desenvolvimento de
sistemas miniaturizados, nos mais diferentes campos de pesquisas, tem dominado o
progresso da tecnologia moderna. Atualmente, a miniaturizacéo de radio, televisao, gravador,
telefone, discos rigidos e microcomputadores é algo comum e presente no cotidiano do ser
humano. Da mesma forma que os microchips eletrénicos revolucionaram o universo dos
computadores e da eletrdnica, os microchips analiticos tém revolucionado a quimica analitica
nos ultimos anos. (DITTRICH; TACHIKAWA ; MANZ, 2006 ; COLTRO et al., 2007;
HUSSAIN, 2019 ; SILVA, 2022)

O primeiro dispositivo analitico miniaturizado foi um sistema de cromatografia em
fase gasosa, apresentado na década de 70. O micro-cromatografo foi construido em lamina
circular de silicio com didametro de 5 cm. Neste substrato, foi construida uma vélvula de

injecdo e uma coluna de separagéo de 1,5 m de comprimento. Um detector de condutividade
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térmica foi fabricado em um outro substrato, sendo posteriormente prensado mecanicamente
para integré-lo ao substrato contendo a coluna de separacdo (TERRY; HERMAN; ANGELL,
1979; COLTRO et al., 2007). A Figura 1 apresenta uma imagem desse primeiro
microdispositivo analitico.

O conceito de miniaturizacdo dos sistemas de anéalise foi proposto por Manz e
colaboradores, os quais, nomearam esses dispositivos de microssistemas de analises totais
(UTAS, do inglés micro-total analysis systems), os mesmos, que na década de 90 também
passaram a ser conhecidos como Lab-on-Chip (LOC), onde eles lancam a proposta de
construir dispositivos, de tamanho reduzido, que pudessem realizar vérias etapas analiticas
(MANZ, GRABER e WIDMER, 1990). Esses sistemas oferecem inimeras vantagens, tais
como a reducdo do consumo de reagentes/amostras, do tempo de analise e do custo do
dispositivo, bem como a menor geracao de residuos. Além disso, é importante ressaltar que
esses dispositivos sdo portateis, corroborando assim para sua utilizagdo para analises em
campo e possibilitam a integracdo de diversas etapas analiticas (pré-tratamento, injecao,
separacio e deteccdo) no mesmo dispositivo (COLTRO et al., 2007; NEUZIL et al., 2014;
XIE et al., 2019).
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Figura 1: llustracéo do primeiro microssistema para cromatografia em fase gasosa fabricado em
substrato de silicio, com diametro de 5 cm, na Universidade de Stanford, no fim da década de 70.
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Fonte: Adaptado de COLTRO et al., 2007

Diante das vantagens apresentadas pelos sistemas miniaturizados, diversos
trabalhos vem sendo reportados na literatura visando inimeras aplicacBes, tais como:
dispositivos para analises clinicas (SRINIVASAN, PAMULA e FAIR, 2004; ZHANG et al.,
2014; CHO et al., 2015; LIN, Y. et al.,.2016; PEREZ-RODRIGUEZ; CANIZARES-
MACIAS, 2022), microsensores eletroquimicos (MAJZLIKOVA et al., 2017), genéticas
(DIAZ-GONZALEZ et al., 2015; RADOVANOVI¢, M. et al.,2021) e microreatores
(FERREIRA et al., 2013; KHAN et al., 2015). A Figura 2 mostra um exemplo de sistema
miniaturizado j& reportado na literatura, onde Lin e colaboradores (2021) desenvolveram uma
nova tecnologia de deteccéo rapida e confidvel utilizando um dispositivo microfluidico (MF)
para a técnica de amplificacdo de &cidos nucleicos com base no diagndstico do Point-of-care
testing (teste de ponto de atendimento- POCT). Neste estudo, demonstraram um ensaio

LAMP (amplificacdo isotérmica mediada por loop) operacional simples que contém
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goticulas uniformes, cada uma das quais controlada por um canal capilar para a troca de
fluido e 6leo fechado. (LIN P. H.; LI B.R., 2021)

Figura 2:llustracdo esquematica do dispositivo com amplificacdo isotérmica mediada por loop de
acionamento passivo.
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A miniaturizacdo é mais do que simplesmente a reducdo de sistemas bem
conhecidos, uma vez que a importancia relativa das forcas e processos muda com a escala.
Uma das caracteristicas mais relevantes dos microssistemas analiticos é a presenca do fluxo
laminar, no qual as forcas viscosas dominam a inércia. Isso significa que a turbuléncia é
muitas vezes inatingivel e que o transporte de moléculas ocorre apenas por difusdo, o que
tem consequéncias diretas nos projetos desse tipo de microssistema. A outra caracteristica
relevante é a possibilidade de lidar com a fluidica na escala de nanolitros e até picolitros, o
que ampliou o escopo do UTAS para agora ser chamado de microfluidica (MANZ, A. et al.,
1990; WHITESIDES, 2006; PEREZ-RODRIGUEZ; CANIZARES-MACIAS, 2021).
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2.3.1 Dispositivos microfluidicos

Microfluidica é a ciéncia e tecnologia de sistemas que processam ou manipulam
pequenas quantidades de fluidos (10° a 108 L), usando canais medindo de dezenas a
centenas de micrometros. Por esta razao, o termo microfluidica abrange melhor a pesquisa e
enfatiza o forte impacto que a miniaturizagdo tem na fluidica e nos microssistemas analiticos,
além disso, é uma tecnologia que vem contribuindo para o desenvolvimento de dispositivos
microfluidicos, que sdo sistemas miniaturizados capazes de realizar a manipulacdo e o
transporte de fluidos em escala reduzida (WHITESIDES, 2006; CREVILLEN et al., 2007).

Esses dispositivos tém sido utilizados em inumeras areas, tais como biologia,
medicina, quimica e engenharias, além disso, sdo instrumentos de pesquisa que podem ser
fabricados em diversos substratos. Atualmente, os substratos de baixo custo vem ganhando
espaco no que diz respeito a fabricacdo desses microssistemas. (YAGER et al., 2006;
FOUDEH et al., 2012; COLTRO et al., 2014; LUO et al., 2019; RADOVANOVIC M. et
al.,2021). Dentre os substratos alternativos que vem recebendo grande atencédo, podem ser
citados o tecido (algodao), os polimeros e o papel (COLTRO et al., 2014; KOMATSU, T. et
al.,2020; CARVALHO, 2021). Neste sentido, diversos pesquisadores tém desenvolvido
metodologias alternativas para a fabricacéo desses dispositivos, visando sua utilizagdo como

sensores analiticos.

2.3.2 Sensores quimicos

Os sensores quimicos sdo dispositivos que tem por objetivo detectar a presenca e/ou
concentracdo de uma ou Varias espécies quimicas, em uma determinada amostra de interesse,
capazes de transformar informacg6es quimicas em um sinal analiticamente Gtil. O sensor deve
funcionar de maneira reversivel e continua, bem como realizar a medida diretamente na
matriz. De forma geral, os sensores sdo ordenados com base no tipo de resposta que € medida,
como por exemplo:

1-  Sensores fisicos: Dispositivos que medem propriedades de natureza
estritamente fisicas, como a massa, a viscosidade, o indice de refracdo, entre outras
grandezas. Parametros como temperatura, fluxo, presséo, velocidade de agitacéo e densidade

sdo largamente empregados nos mais diversos processos (MATTIONI, A. C. et al., 2020).
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2-  Sensores quimicos: Dispositivos usados para detectar substancias empregando
um elemento receptor quimico, que engloba biossensores, os quais utilizam um receptor
bioldgico como forma de identificagdo de substancias (CAPELETTI, 2010; (MATTIONI, A.
C. etal., 2020).

Os sensores quimicos podem reconhecer um ou mais analitos por meio de uma
reacdo quimica na interface sensor-amostra, podendo ser aplicado para amostras de origem
bioldgica ou ndo (CAPELETTI, 2010). Na Figura 3 é possivel observar um modelo
esquematico dos principais componentes de um sensor quimico, mostrando o caminho desde
a interacdo do analito com a fase sensora até a obtencdo da resposta tanto qualitativa quanto

quantitativa.

Figura 3:Modelo esquematico dos principais componentes de um sensor quimico.
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Fonte: Autora,2022.

Neste modelo esquematico é apresentado o elemento de reconhecimento, o
transdutor e o comunicador. Na parte de reconhecimento de um sensor, € onde ocorre a
interacdo de forma especifica com o analito, gerando uma alteracdo em um ou mais
parametros fisico-quimicos e assim é possivel obter uma informagdo quimica, a qual, é
transformada numa forma de energia gerando uma variacao de sinal, que pode ser medido
pelo transdutor. O transdutor € responsavel por converter o sinal gerado que transporta a
informacgdo quimica sobre a amostra, num sinal analiticamente mensuravel e a parte do
comunicador € responsavel por transportar o sinal analitico ao equipamento.

Os sensores quimicos possuem alguns aspectos que os fazem ser bastante requerido
em analises quimicas, como: baseiam-se em técnicas de micro ou nano escala que melhoram

0s seus metodos de deteccdo, caracteristicamente, podem tornéd-los mais rapidos para
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obtencdo de respostas, baratos, sensiveis, reprodutiveis, faceis de usar bem como aumentar a
sua portabilidade — vantagens para o diagnostico Point Of Care (POC) (LIU, 1995: ZHANG
H.; YANG F-Q, 2021 e CHOCALHEIRO, 2010). O desenvolvimento de sensores analiticos
de baixo custo vem recebendo grande atencdo nos ultimos anos, visando aplicagdes em
diversas areas. Dentre eles, se destacam os sensores colorimétricos, também conhecidos
como microdispostivos analiticos a base de papel, os quais, sdo discutidos de maneira mais

abrangente nas proximas secdes.

2.3.3 Microdispositivos analiticos baseado em papel: Sensores colorimétricos

Um sensor colorimétrico € um dispositivo que fornece uma resposta visual, ou seja,
uma mudanca de cor que pode ser determinada visualmente com relacdo a presenca de um
analito em uma determinada amostra. Este tipo de sensor pode ser fabricado em diversos
substratos, porém, o papel é um substrato de baixo custo que vém recebendo grande atencédo
nos ultimos anos, uma vez que apresenta inimeras vantagens, como: baixo custo, alta
abundancia, excelente compatibilidade quimica, estad disponivel em diferentes formas e
formatos, possui acessibilidade global e apresenta facilidade de estocagem e transporte
(COLTRO et al., 2014; CATE et al., 2015; ZHANG H.; YANG F-Q, 2021). Além disso,
apresenta facilidade de padronizacdo e a confec¢édo destes dispositivos a base de papel podem
ser feitas as zonas hidrofébicas e hidrofilicas (sejam elas por tecnologias de impressao ou
corte) de maneira simples e eficiente, o papel também apresenta uma boa capilaridade, seu
potencial de descarte é convidativo por ser biodegradavel.

Os WPADs sdo reconhecidos como uma plataforma analitica potencialmente
poderosa, pois apresentam muitas das caracteristicas apresentados para sensores quimicos
relatadas anteriormente. Os antecedentes dos dispositivos analiticos baseados em papel
datam de meados do século XVI1I, quando Boyle introduziu o papel tornassol como indicador
acido-base. No entanto, desde 2007 esta metodologia tem crescido exponencialmente, pois,
Whitesides e colaboradores descreveram um método simples para padronizar papel com
barreiras hidrofdbicas, criando canais hidrofilicos bem definidos, para serem utilizados como
sensores colorimétricos (MARTINEZ et al., 2007). Neste trabalho, os autores apresentaram

0 desenvolvimento e a utilizacdo do PPAD em analises clinicas, uma vez que foram
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realizadas determinacGes quantitativas de glicose e da proteina albumina em amostras de

urina artificial (Figura 4).

Figura 4:Microdispostivos analiticos a base de papel (UPADs) para determinacdo de proteinas (BSA-
albumina do soro bovino) e glucose.
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Fonte: Adaptado de MARTINEZ et al.,2007.

A grande vantagem em utilizar os pPADs como sensores colorimétricos esta
relacionada com a possibilidade de realizar as analises in loco (point-of-care) (MARTINEZ
et al., 2010), apesar de a maior parte da investigacdo sobre HPADs tenha sido focada em
dispositivos de diagnostico point-of-care, surgiram outras aplicacbes nomeadamente, na
analise ambiental bem como na anélise de alimentos e agua. Uma infinidade de técnicas de
fabricacdo e métodos de deteccdo foram propostas e descritas em revisGes recentes,
explorando os WPADs como sensores colorimétricos para determinacdo de analitos
importantes como a glicose ( NILGHAZ e SHEN, 2015; FIGUEREDO et al., 2016) a
albumina (GARCIA et al., 2014; ZHANG et al., 2015), o &cido urico (KUMAR et al., 2015;
GABRIEL et al, 2016), o mercario (MEELAPSOM et al., 2016), o cobre
(RATNARATHORN et al., 2012), o ferro (ASANO; SHIRAISHI, 2015) e entre outros.
Além disso, também existem outras aplicacbes, como analises genéticas, testes
imunoldgicos, monitoramento de titulagdes acido-base, anélises de alimentos e dentre outras
areas (NOGUEIRA et al.,2017; BOEHLE et al., 2017). Como pode ser observado, a
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utilizacdo de WPADs como sensores colorimétricos € bastante ampla, uma vez que esses
dispositivos corroboram para analises rapidas diretamente no point-of-care.

Os UPADs utilizam vérios materiais baseados em papel como: filtro de papel , papel
cromatografico e entre outros. Geralmente, esses materiais sao compostos de celulose pura e
por ndo possuirem aditivos tornam mais faceis o controle nos ensaios analiticos. Além disso
0s papéis cromatograficos e filtro de papel possuem uma etapa de branqueamento na sua
fabricacdo que acaba removendo impurezas do préprio papel (FU; WANG, 2018). A
estrutura de celulose do substrato do pPAD pode ser funcionalizada servindo como um canal
e suporte ideal para o transporte e imobilizacdo de varias substancias (sejam elas, amostras

ou reagentes) usadas em ensaios analiticos.

2.3.4 Caracteristicas do papel

Papéis de filtro possuem uma longa historia de aplicacGes laboratoriais para filtracdo
e também como suporte para separacdo cromatografica. Além disso, o papel oferece
vantagens unicas em relacdo aos materiais poliméricos na busca por novas plataformas para
a construcdo de dispositivos. O papel € produzido praticamente em todas as partes do mundo
a partir de recursos renovaveis e reciclaveis é facilmente impresso, revestido e impregnado;
a celulose é um polissacarideo de ocorréncia natural e sua estrutura porosa facilita separacoes
cromatograficas e a utilizagdo como dispositivos microfluidicos (COSTA O. E.,2012).

A celulose é o principal constituinte do papel. Suas fibras sdo tubos ocos de
aproximadamente 1,5 mm de comprimento, 20 um de largura e sua parede possui uma
espessura de 2 um. As dimensdes desses canais dependem do tipo de material utilizado para
a preparacdo do papel, como madeira fresca, papéis reciclados, filtros Whatman e varios
outros (DAS S. et al.,2022). A celulose é um biopolimero de carboidrato, oferece tanto um
amplo espaco em seus microporos para armazenamento de reagentes analiticos quanto uma
forca capilar para conduzir amostras liquidas a uma zona de reacdo dedicada para deteccéo
dos analitos desejados. Devido ao baixo custo e sensibilidade ultra-alta, esses novos
dispositivos tornaram-se uma alternativa promissora aos tradicionais instrumentos analiticos

avancados e oferecem grande potencial para aplicacbes em emergéncias médicas,
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diagnosticos de salde em pontos de atendimento sem a necessidade de equipamentos
adicionais. (RATAIJCZAK, K.; STOBIECKA, M.,2020)

Quimicamente, a celulose é um polimero linear de unidades de D-glicose que estdo
conectadas entre si por ligagdes glicosidicas p(1—4) (Figura 5). A estrutura supramolecular
da celulose é representada por areas de estruturas de alta ordem (cristalina) e de baixa ordem
(amorfa) (KHALIL, BHAT, & YUSRA, 2012; KLEMM et al., 2005). As moléculas de
celulose sdo organizadas em fibrilas que se agregam para formar microfibrilas (5-50 nm de
diametro e varios micrometros de comprimento) e depois fibras de celulose entrelacadas
(LEHNINGER, A. L.; NELSON, D. L.; COX, M. M. 1993). Pela sua estrutura celulésica é
possivel também realizar modificagdes quimicas, principalmente por apresentar grupos

hidroxilicos de facil acesso.

Figura 5:Estrutura linear da celulose.

Fonte: DONINI et al., 2010.

O papel é produzido pressionando as fibras imidas; estes sao tipicamente fibras de
celulose, as quais, sdo extraidas principalmente da polpa de madeira, encontradas em plantas
como microfibrilas e sdo separadas da fonte (lasca de madeira, caule ou outras partes da
planta) por processos quimicos ou mecanicos de polpacdo. Enquanto nos processos de
polpacdo quimica, as fibras de celulose sdo extraidas pela degradagdo da lignina e da
hemicelulose em pequenas particulas que ficam suspensas em &gua sem despolimerizacéo,
0s processos de polpacdo mecanica separam fisicamente as fibras de celulose umas das
outras. Anselme Payen foi o primeiro a descobrir a celulose em 1838; isolou-0 da matéria

vegetal e também determinou sua férmula quimica, no entanto, a estrutura polimérica da
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celulose na forma de uma macromolécula linear de monémeros de anidroglicose ndo era
conhecida até 1920. (MAHADEVA, S. K. et al.,2015; RATAIJCZAK, K.; STOBIECKA,
M.,2020).

O papel ou a celulose em geral, é atraente para aplicacGes de sensoriamento por
apresentar as fibras de celulose de madeira funcionalizadas, ou seja, as propriedades das
fibras de celulose de madeira como hidrofilicidade, permeabilidade, reatividade e entre
outras, podendo ser ajustadas de acordo com requisitos especificos, o papel tem a capacidade
de deixar substancias liquidas passar por sua matriz hidrofilica sem auxilio de forcas externas

e ainda a celulose de madeira também € conhecida por ter propriedades piezoelétricas.

2.3.5 Meétodos de Deteccéo

Para andlise dos uPADs pode ser utilizado varios tipos de deteccéo, entre os quais
Optica simples, através de leitores de microplacas, quimioluminescente, eletroquimica e
piezoresistiva. Alguns destes métodos requerem o uso de equipamentos externos complexos
para leitura de resultados, o que impossibilita os objetivos pretendidos. Contudo, para
deteccdo Optica, foi sugerida a utilizacdo de uma camera digital, ou mesmo uma camara
integrada num smartphone, de maneira a obter os resultados das andlises dos biossensores
(MARTINEZ et al., 2008; DUNGCHAI et al., 2011).

De acordo com a literatura, para os diferentes tipos de sensores quimicos
colorimétricos ou para os UIPADs, diversos métodos de deteccdo podem ser acoplados, como
por exemplo, deteccdo colorimétrica, deteccdo fluorescente, deteccdo eletroquimica e
deteccao fotoeletroquimica, deteccdo quimioluminescente, deteccao
eletroquimioluminescente e deteccdo de espectroscopia de massa / Raman (FU; WANG,
2018). Dentre esses mecanismos de deteccdo, este trabalho terd como foco a detecgédo
colorimétrica, pois € um método que se destaca, quando se fala de uPADs, devido a seus
custos e beneficios e vem sendo cada vez mais explorado na area de sensores quimicos de

baixo custo.
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2.3.6 Deteccao colorimétrica

O mecanismo de deteccdo colorimétrica é baseada na mudanca de coloragdo
apresentada por uma reacdo entre a substancia de interesse (analito) e um reagente
colorimétrico, conhecido como cromogeno (MARTINEZ et al., 2008; ZHANG e LIU, 2016
LIUetal., 2019; MARTINEZ et al., 2007; XIE et al., 2019). Este método vem sendo bastante
utilizado, em virtude de algumas vantagens instrumentais, tais como o baixo custo, a facil
acessibilidade aos detectores colorimétricos, a portabilidade e por fim, a capacidade de
realizar as analises através da telemedicina utilizando cameras de celular (MARTINEZ et al.,
2008).

Por meio da reacdo quimica seletiva entre o analito e o agente cromdgeno, pode ser
obtido determinac@es qualitativas , como respostas sim ou ndo/ verdadeiro ou falso, por meio
do olho humano sendo utilizado como detector colorimétrico e determinacdes semi-
quantitativas ou quantitativas, pois a mudanca de cor pode ser correlacionada com
concentracdo de um analito de interesse, isto por meio da mudanca de coloragdo dentro das
zonas de deteccdo (regides onde acontecem as reacdes) dos dispositivos (DE TARSO
GARCIA et al., 2014; POLLOCK et al., 2012). Para uma analise semi-quantitativa, a cor
desenvolvida no sensor pode ser comparada com um gradiente de cores previamente
estabelecido, e assim o analista pode através da comparacao visual, estimar a concentracdo
do analito na amostra (FIGUEREDO et al., 2016; GARCIA et al., 2017).

Para determinacdes quantitativas, geralmente a regido colorida do sensor deve ser
capturada por um dispositivo de captura (scanners, cameras fotograficas, smartphones e etc.)
de imagens e a intensidade de cor € entdo analisada. Ap0s a captura da imagem do ensaio
colorimétrico, pode-se utilizar um software grafico capaz de fornecer uma resposta da
intensidade de cor (em termos de pixels) e esta é correlacionada com a concentracdo do
analito, através de curvas analiticas previamente construidas (MARTINEZ et al., 2008; DE
SOUZA et al., 2014; ZHANG e LIU, 2016). Alem disso, existem alguns sistemas de cores:
RGB (Red, Green e Blue) ou CYMK (Cyan, Magenta, Yellow e Black) porém o mais
utilizado para avalia¢do nos pPADs é 0 RGB.

O sistema RGB as cores possuem uma representacdo numerica. Onde esse sistema

usa uma arquitetura 8 bits (1 byte) para cada 28 componente (R, G e B), podendo assumir
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256 niveis de intensidades de cor. Logo, cada componente pode assumir valores de 0 a 255,
gerando cerca de 16 milhdes de combinacfes de cores. A cor de um pixel é a combinagéo
das trés componentes (SANTOS; 2013).

O sistema RGB divide a luz em trés canais de cores primarias (vermelho, verde e
azul). Cada cor € representada digitalmente por um canal de 8 bits (1 byte) para cada 28
componente (R, G e B), podendo assumir 256 niveis de intensidades de cor (28 =256 = 0 —
255) de informacéo, sendo que o canal 0 significa a auséncia da cor e 0 255 a intensidade
méaxima da mesma. Com isso 16 milhdes de cores podem ser geradas através da combinacao
de coordenadas dos trés canais, por exemplo, a branca é representada por (255, 255, 255) e a
preta por (0, 0, 0).(LEAL, 2020; MORBIOLI et al., 2017).

A escolha do método de aquisicdo de dados de intensidade de cor e sua utilizagao
como sinal analitico depende do método a ser aplicado, pois cada sistema é Unico, tanto no
tratamento do papel, o croméforo usado, a cor formada, 0 método de digitalizacdo da imagem
e outras condic¢des. (MORBIOLI et al., 2017)

Alguns autores preferem utilizar apenas um canal da escala RGB para obter a
relacdo linear entre concentracdo e sinal analitico, como Ferreira; Mesquita; Rangel (2021)
gue usa apenas o canal verde para determinacdo de nitrato em urina, ja que sua cor resultante
é rosa, a cor complementar de verde. O mesmo principio é usado por Ferreira et al., (2021)
no método para determinacédo de ferro. O canal azul foi escolhido para a melhor correlacéo
do sinal analitico e concentracdo do analito para determinacéo de cobre em cachaca adotado
por Fernandes et al., (2020).

Dessa forma, visando a praticidade e principalmente a portabilidade, muitos
trabalhos utilizam a cdmera de smartphones como método de captura de imagens (DA SILVA
etal., 2020; HUY; NGHIA; LEE, 2020; KIM et al., 2020; LIU et al., 2019; XIE et al., 2019).
Partindo da possibilidade da correlacdo entre a média da intensidade de pixels, no sistema de
cor RGB, e a concentracdo de uma molécula de interesse. Neste trabalho foi aplicado esse
método para a determinagdo do mercurio e do chumbo complexado com o agente

colorimétrico, ditizona.
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2.3.7 Agente colorimétrico- Ditizona (DT)

A difeniltiocarbazona, mais conhecida como ditizona, foi primeiramente
introduzida por Emil Fischer, o qual notificou sua reacdo com metais pesados gerando
produtos coloridos brilhantes (SANDELL, 1906). Em 1925, Hellmut ficher (STARY, J.,
1963) mostrou que a ditizona apresentava um grande valor importante para determinagéo de
tragOes metalicos. Desde entdo, a ditizona tem sido extensivamente estudada como reagente
para determinacéo de ions metalicos.

DT é um composto cristalino violeta-preto, de massa molecular 256,33 g/mol
praticamente insolGvel em 4gua e em &cido. E soltvel em cloroférmio e tetracloreto de
carbono. Estes dois solventes sdo quase que exclusivamente usados para preparar solugdes
de ditizona com fins analiticos. Solucdes de ditizona diluidas com cloroférmio ou o
tetracloreto de carbono, possuem coloracédo verde, em ambos os solventes. E, se diluidas com
solventes fortemente polares como nitrobenzeno, possui uma coloracdo amarela. (STARY,
J., 1963; DE, A. K. et al.,1970; ISQUIBOLA, G.; RODRIGUES E. C.,2021). A grande
sensibilidade das reacdes da ditizona com ions metalicos deve-se & alta absortividade das
solucdes em solventes organicos. (SANDELL, 1906)

Solugbes de ditizona decompbem-se rapidamente se exposta a luz intensa e a
temperaturas relativamente altas. Também esté sujeita a oxidacdo pelo ar, pelos produtos da
fotodecomposicdo de solventes organicos e por compostos oxidantes, como por exemplo, o
Fe (111). Ditizona em solucéo aquosa comporta-se como acido monobasico com constante de
dissociagdo Ka de 2,8x107°. Os dois atomos de hidrogénio da estrutura da ditizona podem ser
substituidos por um metal equivalente. Quando um hidrogénio da molécula da ditizona é
substituido, o ditizonato priméario é formado, quando ambos sdo substituidos o ditizonato
secundario é formado (ZARGOOQOSH K., BABADI F.F., 2015).

Dessa forma a ditizona é um agente de ligacdo bem conhecido, a qual, tem sido
amplamente utilizado para determinacéo espectrofotométrica de Hg?* e Pb?* em amostras
bioldgicas e industriais. A ditizona forma complexos metélicos na propor¢do 1:2 com ions
Pb?* e Hg?* (Figura 6). Por outro lado, a ditizona e seus complexos metélicos sdo imisciveis
em &gua, portanto, a determinagio seletiva de Hg®" e Pb?' requer etapas de extracio

demoradas e caras por solventes organicos perigosos, como cloroférmio e tetracloreto de
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carbono. Sendo assim, é de suma importancia explorar e desenvolver um método simples e
sensivel para determinacédo de Hg?* e Pb?* especialmente em analises ambientais na presenca
de outros ions de metais pesados. (ZARGOOSH K., BABADI F.F., 2015)

Figura 6: A estrutura dos complexos de ditizona com Hg?* e Pb?*, onde M representa os metais.

NH—N=C—S§ N=N

N=—=N S—C=N—HN—< >
~,

Fonte: ZARGOOSH K., BABADI F.F., 2015

2.3.8 Agente tensoativo- brometo de cetiltrimetilamonio

(Hexadecyltrimethylammonium bromide — CTAB)

Os agentes tensoativos (detergentes ou surfactantes) sao usados em diferentes areas
da Biotecnologia. S8o moléculas anfipaticas com um nucleo polar (parte hidrofilica e uma
cauda apolar (parte hidrofébica). A porcdo apolar é frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada, enquanto a porcao polar pode ser idnica (anidnica ou catidnica), ndo iénica
ou anfotérica, para os tensoativos cationicos, a estrutura geral obedece a formula RnX*Y",
onde R representa uma ou mais cadeias hidrofdbicas, X representa um elemento que pode
formar uma estrutura catidnica e Y é o seu contra ion (MANIASSO, 2001; NTISCHIKE;
PASTORE, 2002). Além disso, os Tensoativos sdo bastante utilizados em quimica analitica
devido a possibilidade de modificar o meio reacional e melhorar tanto a sensibilidade quando
a seletividade analitica (JUNIOR, 2019).

Entre esses tensoativos, destaca-se o CTAB, um tensoativo catibnico que €
constantemente utilizado em aplicacGes em eletroforese capilar e sistemas microfluidicos,
por facilitar a separacdo de analitos (MANIASSO, 2001; TAVARES, 1996). A utilizacdo de

surfactantes (tensoativos catidnicos) em eletroforese capilar para a otimizagdo do fluxo
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eletroosmotico e também do processo de separacdo tem sido utilizado devido aos efeitos
decorrentes da adigdo destes ao sistema. Surfactantes podem interagir com a parede do
capilar (ou canal) e modificar a magnitude e polaridade do fluxo eletroosmético assim como
interagir com os analitos e assim facilitar a separacdo dos mesmos (GUO; FUNG, 2011,
JUNIOR, 2019)

No desenvolvimento de metodologias colorimétricas baseadas em dispositivos de
papel o CTAB também apresenta papel importante na estabilidade e homogeneidade da cor.
Silva e colaboradores (2018) utilizaram CTAB para aprimorar a resposta analitica do sistema
desenvolvido para a determinacdo de fenacetina. Os autores reportaram que a formacao de
micelas no meio reacional proporcionou uma melhor intensidade na cor e estabilidade do
produto colorimétrico. A precisdo do método proposto foi avaliada usando amostras reais de
cocaina apreendidas. Dessa forma, baseado nessa estratégia, neste trabalho foi aplicado o
CTAB para analisar e observar a influéncia deste tensoativo no produto colorimétrico

formado , bem como a sua influéncia na sensibilidade do dispositivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente projeto tem por objetivo geral o desenvolvimento de uma metodologia
analitica alternativa e de baixo custo para a determinagdo simultanea dos ions Hg?* e Pb?*
usando HPAD com detec¢do colorimétrica, em amostras de aguas naturais do Rio S&o

Francisco na cidade ribeirinha de Penedo.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver, avaliar e aplicar diferentes tipos de layouts usados na confec¢cdo dos
HUPADS para deteccdo colorimétrica rapida in situ das espécies em estudo;

e Avaliar a adequacao dos pPADs em proposta qualitativa para as espécies em estudo;

e Empregar a ditizona, como reagente colorimétrico para determinacéo e quantificacédo
de Hg?" e Pb?*, respectivamente;

e Estudar as condicGes de aplicacdo da amostra nos uPADs. Envolvendo parametros
como: volume dos reagentes, pH; sistema de cor, estabilidade da coloracdo
apresentada, concentracdo dos analitos e do reagente colorimétrico;

e Auvaliar a influéncia do CTAB na formacdo do produto colorimétrico e
consequentemente na sensibilidade do dispositivo para a metodologia;

e Auvaliar possiveis interferentes ao método proposto com base nas amostras utilizadas;
e Avaliar algumas Figuras de mérito do método de quantificacdo dos metais em uPAD
a partir dos parametros: linearidade, limite de deteccéo e limite de quantificacéo.

e Aplicar a metodologia proposta na determinacéo dos ions Hg?* e Pb?* e efetuar o
ensaio de recuperacdo com as amostras reais;

e Auvaliagdo da aplicagdo da analise termogravimetrica (TGA), para verificar a

estabilidade dos complexos formados.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e reagentes

Todas as substancias utilizadas durante os procedimentos experimentais foram de

pureza de grau analitico, ndo sendo necessaria qualquer purificacdo adicional (Tabela 3).

Tabela 3: Reagentes utilizados durante o processo de construgdo dos dispositivos a base de papel.

Reagentes Formula molecular Fornecedor Pureza
Sulfato de mercurio 11 HgSO4 Dinamica 98,0 %
Acido sulfurico H,SO4 Exodo cientifica 98,0 %
Tetracloreto de 5 s 99,8%
CCly Exodo cientifica
carbono
Acetona CH3COCHj5 Dinamica 90,0%
Hidréxido de Sédio NaOH Vetec 97,0%
Acido bérico H,BO3 Vetec 99,5%
Nitrato de chumbo II Pb(NO3). Dinamica 99,0%
Solucao estoque de -
¢ a HCI -
HCIl de 0,1M
Solucéo de NaOH de 1 -
NaOH -
M
Solucéo de NaOH de -
NaOH -
0,02M
CTAB CH3(CH2)1sN(Br)(CHs)s Sigma 99,0%
Sulfato ferroso FeS0,.7H,0 Vetec 99,0%
Sulfato de manganés MnS0O,.H,O Synth 98,0%
Cloreto de potassio KCI Qhemis 99,0%
Sulfato de cobre |1 CuSOq Dinamica 98,0%
Cloreto de sédio NaCl Dinamcia 99,0%
Cloreto de Zinco ZnCl; Dinamcia 97,0%

Fonte: Autora, 2022.
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Para as medicdes das massas dos reagentes utilizou-se balanca analitica eletronica
Shimadzu (modelo ATY224, Brasil) com precisao de 0,1 mg. Eventualmente, a solubilizagéo
completa de alguns reagentes foi efetuada utilizando banho de ultrassom da Cristofoli
Equipamentos de Biosseguranca LTDA (modelo USC070236, Brasil) ou um agitador do tipo
Vortex com velocidade fixa Biomixer (modelo VTX-F-110, Brasil). A anéalise dos dados foi
realizada a partir dos gréficos obtidos utilizando o programa Exel 2013®.

As solugBes foram preparadas com agua ultrapura (condutividade elétrica < 0,1 pS
cm™?) e resistividade especifica de 18,2 MQ cm obtida a partir do deionizador Milli-Q®
Millipore (modelo FOPN54566, USA). Dilui¢bes subsequentes das solugcbes foram efetuadas
quando necessarias. Os valores de pH das solucBes tampdao foram ajustados com solugfes de
NaOH e HCI e utilizando um eletrodo combinado de vidro associado ao potencidmetro
QUIMIS (modelo Q400mt, Brasil).

Solucdes tampdo de acido bdrico foram preparadas (0,12 mol/L) e o pH foi ajustado
conforme o desejavel com 0,2 mol/L NaOH. Uma solucéo padrdo estoque de Hg?* (1,0 g/L)
foi preparada dissolvendo 0,1480 g HgSO4 (Kps = 2,0x10%*) em 10 mL de agua, seguido
pela adicdo de 0,83 mL de H2SO4 concentrado e depois diluido para 100 mL. As solucGes
padrdo de trabalho de Hg?* foram preparadas por diluicdo apropriada da solugdo padréo
estoque de Hg?* com tamp&o. Uma solugdo padrdo estoque de Pb?* (1,0 g/L) foi preparada
dissolvendo 0,04968 g Pb(NOs). (Kps= 1,2x10%) em 50 mL de agua ultrapura.

4.2 Fabricacdo dos dispositivos baseados em papel

Os dispositivos analiticos baseados em papel foram desenhados segundo a
metodologia de Carrilho e colaboradores (2009), por impressao a cera (CARRILHO et. al.,
2009). Utilizando o software Adobe Illustrator®, os layouts de spot test de 5 mm de diametro
foram escolhidos para os experimentos iniciais e assim foram gerados e impressos em uma
impressora de cera Xerox ColorQube® (Xerox, Norwalk, CT, USA) usando papel de filtro
como substrato, como pode ser observado na Figura 7. Logo, em seguida, um procedimento
de aquecimento foi utilizado nos dispositivos em uma chapa térmica a 90 °C por 2 minutos
(JUNIOR,2022), para permitir que a cera fundisse no papel com o intuito de formar as

barreiras hidrofobicas de maneira eficiente. Por fim, para evitar vazamento e contaminacao
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da solucdo, uma fita adesiva foi colocada na parte inferior dos spots test, logo em seguida foi

utilizada uma placa de vidro (previamente limpa) para facilitar o manuseio (Figura 7).

Figura 7: Esquema do processo de fabricacdo dos dispositivos de papel.

Papel de filtro (Whatman n° 1)
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0000000000
0000000000
0000000000

Zona central: 5 mm de diametro
Espessuras das barreiras: 2 mm

Fonte: Autora,2022.

Neste trabalho, além do dispositivo utilizado para os testes iniciais e as otimizacoes,

também foram utilizados quatro layouts de UPADs diferentes como pode ser observado na

Figura 8, elaborado por meio do programa Adobe Illustrator. O projeto da estrutura do

dispositivo 01 consistiu na area principal (12 mm de didmetro), trés zonas de detec¢do (6 mm

de didmetro) e canais (2 x 12 mm) para conectar as zonas. No dispositivo 02 apresentava a

area principal (10 mm de diametro), trés zonas de deteccdo (8 mm de didmetro) com canais

(4 x 9 mm) para conectar as zonas. J& no dispositivo 03 continha a area principal (12 mm de

diametro), trés zonas de detec¢do (8 mm de diametro) com canais (6 x 6mm). Por fim no

dispositivo 04 foi feita a area principal (10 mm de diametro), trés zonas de deteccdo (6 mm

de didmetro) com canais (3 x 5mm) com barreira hidrofébica de 2mm para todos 0s

dispositivos. E importante ressaltar que apds o aquecimento da cera no sensor, os valores dos

didmetros apresentavam uma redugdo de 1mm.
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Figura 8: Layouts dos dispositivos 01,02,03 e 04 com o volume da ditizona na area principal de 20,0; 40,0;
40,0 e 20,0 uL, respetivamente. (Al e A2 = Areas de detec¢do; B= Area principal; D= Controle)

Fonte: Autora,2022.

Tabela 4: Dimensdes dos dispositivos 01;02;03 e 04.

Dispositivos 01 02 03 04
Canais: 2 x 12 mm 4 x 9 mm 6 X 6 mm 3 x5 mm
Zona central 12 mm 10 mm 12 mm 10 mm
Zonas de detecgao 6 mm 8 mm 8 mm 6 mm
Espessuras das 2 mm 2 mm 2 mm 2 mm
barreiras:

Fonte: Autora,2022.

Conforme apresentado na Figura 8, os diferentes dispositivos sdo constituidos das
areas de deteccdo, onde Al é o reservatorio utilizado como referéncia para analisar e
quantificar o mercuario por meio da solu¢cdo padrdo e/ou amostra real, j& A2 é a area para
quantificar e determinar o chumbo. E possivel observar também que os dispositivos, possuem
area principal (B), onde foi adicionado o0 agente colorimétrico, o qual, percorreu 0s canais e
consequentemente uma reacao quimica seletiva foi obtida, fornecendo uma resposta visual,
por meio do complexo formado entre os ions metalicos e a ditizona. Por fim, os Layouts
apresentam a &rea D, onde é possivel verificar a diferenca de cor entre cada reservatorio, pois

nesta area continha apenas a ditizona.
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4.3 Tratamento de dados

As imagens sdo entdo tratadas no software corel photo-paint (2020). Um padréo de
réguas foi determinado para que houvesse uma padronizacao das imagens dentro do software,
evitando a diferenca de tamanho da avaliacdo de um dispositivo para o outro. Também foi
padronizada uma area de selecéo circular de 120 pixels (px) de didmetro para capturar as
informacdes das zonas de deteccdo através da ferramenta de histograma. Foram coletadas,
através dessa ferramenta, a média de intensidade de cor (em pixels) e esse valor foi
correlacionado com a concentra¢do, como pode ser visto na Figura 9. Foram coletados os
dados de intensidade de cor para o canal RGB e para cada outro canal individual R (Red), G
(Green) e B (Blue).

Figura 9: Esquema das etapas de tratamtno de dados e interface do software corel photo-paint (2020) com sua
ferramenta de histograma.

O 00000
(o 00000
0000000
* X Histograma —
v’ Software Corel
Draw x7
N v Exel 2013

Faira Individual

Inicio: |0 Fim: 255 Nivel: 255
Meio: | 24448 | Desv. padrdo: 458 Piels: |5
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Fonte: Autora,2022.
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4.4  Procedimento para determinagdo do Hg?* e do Pb?*

Com os UPADs prontos, sob condigdes otimizadas, o procedimento de determinacéo
do Hg?* e do Pb?*, separadamente, foi realizado da seguinte forma: 1,0 pL da solugéo de DT
(10 g/L), em solucéo de tetracloreto de carbono, foi aplicada no spot test e deixado secar ao
ar por 15 min, isso no dispositivo apresentado na Figura 7 utilizado para os testes iniciais.
Em seguida, 1,0 pL do analito (solucdo de amostra ou solucdo padrdo de ions de mercdrio
ou ions de chumbo) foi pipetada no reservatério do dispositivo e deixado secar ao ar,
novamente, por 15 min, na seugéncia as imagens foram capturadas para a analise, isto
aplicado no dispositivo utilizado para realizar as otimizacGes conforme apresentado na
Figura 7.

Quando foi realizado os testes com diferentes layouts, foi necessario reajustar os
volumes, sendo assim, para os dispositivos 02 e 03, o volume de ditizona utilizado foi de
40,0 uL e 1,5 pL da solucéo contendo ions de mercurio, respectivamente. Ja nos dispositivos
01 e 04 foram utilizados 20,0 pL de ditizona e 1,0 pL do analito (ions de mercurio ou ions
de chumbo) respectivamente. Além disso, foi preparado vérias dilui¢fes da solucéo estoque,
como pode ser visto na Tabela 5, utilizando a solucdo tampao de &cido bérico (0,12 mol/L),
com pH =9,0.

A deteccdo colorimétrica foi realizada utilizando um scanner Samsung Xpress
M2070W para a aquisi¢do de imagens e resolucdo de 600 dpi. A intensidade RGB (Red,
Green, Blue) foi analisada com o software Corel Draw X7 e aplicada para quantificar os
parametros analiticos de intensidade de cor. Os ions de mercurio ou de chumbo reagem com
a ditizona depositada no canal anteriormente para formar um complexo colorido (Figura 10
e 11), o produto precipita no canal devido a insolubilidade em liquido aquoso (adaptacéo de
CAl et. al.,2017).

Tabela 5: Concentracao das solugdes de Hg?* e Pb?*

Solucges e Concentragéo (ug/mL)

I 1 IX 50

1 5 X 60
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i 10 XI 70
v 15 X 80
\ 20 X1l 90
Vi 25 A\ 100
Vil 30 XV 150
\h 40

Fonte: Autora,2022.

Figura 10: Reacao de formacgao de complexo de ditizona com Hg?* .

Fonte: Adaptado de PRASERTBOONYAI K. et al., 2015.

Figura 11:Reac&o de formacdo de complexo de ditizona com Pb?*.

Fonte: Adaptado de PRASERTBOONYAI K. et al., 2015
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441 Teste de estabilidade da cor

A estabilidade da cor gerada nos dispositivos foi avaliada, mantendo fixa uma
concentracdo do metal (100 pg/mL). Sendo assim, foi adicionado no reservatério do
dispositivo 1uL da solu¢do de DT-CCls, aguardando o tempo de secagem como ja foi
supracitado e em seguida adicionou-se 1L da solugdo de mercdrio/chumbo. Inicialmente
foram obtidas as imagens dos dispositivos nos tempos de 15 em 15 minutos até completar
uma hora do experimento, em seguida as medic¢oes foram efetuadas em intervalos de 30min,
até completar as duas horas de anélise, e ap6s esse tempo, as medi¢des foram realizadas em
intervalos de 60 min, com uma duracéo total do experimento de 4 horas. A intensidade de

pixels foi utilizada como parametro analitico para comparar os dados obtidos.

4.4.2 Avaliagéo da influéncia do CTAB

CTAB foi avaliado neste trabalho para verificar se uma melhoria significativa na
intensidade de cor pudesse ser observada na presenca desse tensoativo catiénico. Sendo
assim, foram preparadas duas solu¢es com diferentes concentracées de CTAB (6 mM e 12
mM), utilizando o tampé&o de acido bérico (0,12 mol/L) para solubilizar este composto. Logo
em seguida, com a solucdo de CTAB pronta, foi realizado vérias diluicdes, com a mesma, na

presenca de ions mercurio e chumbo separadamente.

4.4.3 Ensaio de interferentes

A avaliacdo dos possiveis interferentes ao método proposto foi realizada na
determinacéo de 10 pg/mL do Hg?* e 50 pg/mL do Pb?*. Um total de 6 possiveis interferentes
foram estudados, baseados na presenca e auséncia dos analitos (Hg?*/ Pb?*), sequindo uma
adaptacdo de CAI e colaboradores (2017). As concentracdes toleraveis destes possiveis
interferentes sdo 800 pg/mL para Na* e K*, 190 pg/mL para Fe** e Mn?* | por fim, 5 pg/mL
Zn?* e Cu?*. Os possiveis interferentes ao método foram selecionados com base no trabalhos
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recente na literatura e no tipo de matriz para a qual o método proposto foi aplicado (adaptacéo
de CAl et. al.,2017).

4.4.4 Figuras de mérito

Inicialmente foi realizado a otimizacdo da metodologia proposta, utilizando a
inclinacdo da curva de calibracdo (sensibilidade analitica) como principal pardmetro de
comparacdo das condicdes avaliadas. Eventualmente, outros parametros analiticos foram
utilizados como ferramentas de avaliacdo das condi¢cbes experimentais, como, o sinal do
branco, faixa linear e limites de deteccdo e quantificagcdo. Assim, a Equacéo 1 foi utilizada

para a avaliacdo dos parametros analiticos:

My- M, <
[M—b] =aCetg + b Equacéo 1
Onde Mb e Mr sdo, respectivamente, o valor de RGB (média de pixels) na auséncia
e presenca de dos metais em estudo, Cmetar € @ concentracéo referente ao chumbo e ao
mercurio, por fim, a e b sdo a sensibilidade analitica e o coeficiente linear, respectivamente.
A curva analitica foi obtida utilizando o metodo proposto, com a solucéo de DT-CCl4
na concentracdo de 10 g/L e as solugdes contendo o chumbo ou mercurio foram diluidas com
tampado de &cido bérico 0,12 mol/L, nas concentracBes apresentadas na Tabela 5. Nesta etapa,
os parametros avaliados foram LOD (limite de deteccdo), LOQ (limite de quantificacdo) e
RSD (desvio padrdo relativo). Os célculos relativos aos limites de deteccdo (30) e de

quantificagdo (10c) foram realizados de acordo com as Equacdes 2 e 3:

LOD = Cyranco — 3Sb / ac Equacéo 2
LOQ = Cyranco — 10Sh / ac Equacéo 3

Onde Cbranco = concentracéo relativa ao sinal do branco, sb corresponde ao desvio

padrdo do branco analitico (n=10)., enquanto ac equivale ao coeficiente angular da curva
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analitica obtido por meio da metodologia proposta. O desvio padrdo relativo (RSD) foi

calculado de acordo com a Equacéo 4:

RSD = (sp/xp) x 100 Equacédo 4

Onde sp equivale ao desvio padréo referente a um determinado padréo analitico de
para 0 Pb?* e Hg?" dentro da faixa linear e xp corresponde ao valor médio encontrado para
este padréo (n = 10).

4.4.5 Ensaio de recuperacdo com amostra de agua

O método proposto foi utilizado para a determinagdo do analitos (Pb?* e Hg?*) em
amostras de aguas naturais do Rio Sdo Francisco na cidade ribeirinha de Penedo. Foram
coletadas trés amostras de dgua no mesmo local (Santo ant6nio, Penedo-AL; 10°17°05.3”’S
36°35°06.4”W). Todas as coletas foram feitas numa profundidade média de 15 a 30 cm. As
amostras foram armazenadas em frascos de 500 mL de polietileno, esterelizados utilizando
uma solugdo de 10% de HNO3s (Adaptagdo de JUNIOR,2017).

As amostras foram submetidas a filtragdo com membrana de 0,45 pm e
posteriormente foi realizada a diluicdo das amostras em tampdo, sem a necessidade de
procedimentos adicionais para o preparo de amostra. Seguidamente, padrdes do chumbo e do
mercario foram adicionados as amostras e medi¢cdes colorimétricas foram realizadas de

acordo com o0 método proposto.

4.4.6 Andlise termogravimétrica

O comportamento téermico dos materiais (Ditizona; HgSO4; Pb(NOz3)2; Ditizona +
Hg?*; Ditizona + Pb?*) foi avaliado por anélise termogravimétrica (TGA), uma técnica , na
qual, a massa de uma substancia é medida em funcdo da temperatura com uma atmosfera
controla. A amostra pode ser aquecida com uma velocidade selecionada ou pode ser mantida
a uma temperatura constante (modo isotérmico), visando a sua decomposic¢éo térmica. Dessa
forma, por meio da analise TGA é possivel identificar mudancas de peso relacionado com

volatilizacdo de compostos de amostra, decomposicao, reaces redox ou outras mudangas.
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Ao sofrer degradacdo, o material perde massa sob a forma de produtos volateis e o sensor
registra essa perda de massa. O resultado de anélise, em geral, é expresso sob a forma de um
gréafico cuja abscissa apresenta 0s registros de temperatura e a ordenada, o percentual de
massa perdida ou ganho. Logo, pode-se avaliar a eficiéncia da metodologia empregada nesta
etapa.

Para essas analises foi utlizada um equipamento de analise térmica da shimadzu (TGA
60H, modelo 062021, Brasil) , o qual, encontra-se no laboratoério de sintese de catalisadores,
da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Utilizou-se aproximadamente 10,0 mg do
chumbo e do mercurio e 5,0 mg da ditizona, nessa primeira etapa foi analisada a parte solida
de cada um dos reagentes. Para a analise do complexo, as amostras foram preparadas e
adicionadas nos dispositivos de papel e assim levadas ao TGA. A taxa de aquecimento
utilizada foi de 10°C/min, até uma temperatura de 1000°C. A analise foi realizada em
atmosfera de nitrogénio, inerte, (vazdo de gas 1000 mL/min). Na sequéncias os resultados

foram tratados no origin8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Extracdo e aplicacdo da Ditizona

O método espectrofotométrico baseado em ditizona € um método analitico padréo
que tem sido amplamente utilizado para deteccdo de ions de mercurio/ions de chumbo com
alta precisdo. A ditizona reage com ions de mercurio para formar um complexo e entéo €
extraida para a fase orgénica. A absorbancia da fase organica foi entdo medida para detectar
os teores de Hg?*. No entanto, este método ¢ limitado pela operagdo trabalhosa e demorada.
Além disso, sdo necessarios instrumentos caros e grandes quantidades de solvente organico.
A técnica de deteccdo colorimétrica, baseada na analise dos sinais da cor apresentada no
dispositivo analitico de papel vem recebendo consideravel atencdo para detec¢do dos metais
pesados.

Dessa forma, nos experimentos iniciais foi utilizada a ditizona-CCls como reagente
colorimétrico e depositada no canal do dispositivo utilizado para realizar as otimizacdes, no
entanto, a barreira hidrofébica de cera foi rompido pelo reagente devido ao uso de solvente
orgénico (Figura 12A), além disso, se fosse diminuida a quantidade do volume de 1uL para
0,5 pL ndo preenchia a totalidade do espaco no reservatorio. Para resolver este problema, a
ditizona foi preparada em liquido aquoso, onde uma solu¢cdo de NaOH 1,0 mol/L e uma
ditizona-CCl4 10,0 g/L foram misturadas de modo que a ditizona foi extraida para solucéo

aquosa.

Figura 12: uPAD na presenca de Ditizona dissolvida em CCls (A) e HPAD na presenca de ditizona
dissolvida em CCls e extraida com a solugéo de NaOH (B).

(A)

(B)

Fonte: Autora, 2022.



53

Ap0s a extracdo da ditizona para solugdo aquosa, o agente colorimétrico foi aplicado
no reservatorio do dispositivo, evitando assim a quebra da barreira de cera pelo reagente
(Figura 12B) e logo foi colocado para secar ao ar a temperatura ambiente. Uma solucgéo
contendo ions de mercurio/ions de chumbo foi entdo colocada no reservatorio circular por
pipetagem, e assim foi deixada novamente em temperatura ambiente para total secagem do

dispositivo e posteriormente analise das cores apresentadas.

5.2 Avaliagdo da Concentragio do Hg?*

Quando foi pipetado a solucdo contendo ions de mercurio & medida que a solucdo
se espalhava no canal devido a acdo capilar, ocorreu a reacdo do analito com a ditizona
formando assim um complexo colorido insoltvel, que precipitou no dispositivo formando
uma faixa colorida. Quanto mais analito era adicionado, ou seja, quanto maior a concentragéo
do metal, mais reagente colorimétrico (ditizona) no canal seria consumido, logo maior a
intensidade da cor apresentada no reservatorio. Os complexos de mercurio formado com a
ditizona apresentaram coloracdo magenta.

Inicialmente foi avaliada a concentracdo do mercdrio na presenca da ditizona
extraida presente no reservatério do dispositivo. A correlacdo avaliada foi o valor de média
de intensidade de pixel corrigido (IPC), obtida através de um tratamento matematico a fim
de converté-los a um comportamento ascendente (equacdo 1). Sendo assim, visando um
sistema de cor que pudesse descrever melhor a variacdo de IPC, foi avaliado os resultados
para a escala RGB. Os Canais RGB, vermelho(R), verde(G) e azul (B) foram estudados

separadamente pelo método colorimétrico. Como pode ser visto na Figura 13.
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Figura 13:Estudo da variagdo de concentracéo do Hg? em solucdo tampéo de acido bdrico (0,12 mol/L),
pH =9, na presenga da soluc¢éo de ditizona-CCl4 (10 g/L), por meio das cores R, G, B e RGB.
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Fonte: Autora, 2022.

Tabela 6:Comparacio entre os coeficientes de determinacdo(R?), coeficientes de correlacio de Pearson
(R) e inclinacédo da reta (a) para os canais de cor RGB, R, G e B na presenca do Hg?*.

CANAIS RGB VERMELHO VERDE AZUL
R? 0,944 0,974 0,939 0,004
R 0,971 0,987 0,969 0,006
o 6,0x103 8,0x103 9,0x10°3 3,0x10°

Fonte: Autora, 2022.

O comportamento na escala de cor R, G, B e RGB pode ser melhor avaliado pelos

valores da Tabela 6, pois encontra-se os dados de inclinacdo da reta, coeficiente de

determinacéo e coeficiente de correlacdo de Pearson para os canais supracitados. Com um
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valor de R= 0,987 e a = 8,0x10 o canal vermelho foi escolhido como o mais satisfatorio,
além disso, analisando graficamente, observa-se na Figura 13 os dados provenientes dos
canais RGB e verde, apresentam coeficientes superiores & 0,9, ja no canal azul os dados séo
insatisfatérios quando comparados com os canis R, G, e RGB, logo, a maior correlacdo da
intensidade da cor com a concentracdo do analito em questdo foi apresentada no canal
vermelho, proporcionando uma boa sensibilidade para o dispositivo em questao.

Segundo Burger e Burge (2009), o espago de cores RGB pode ser representado por
um cubo unitario tridimensional em que as trés cores primarias formam o eixo das
coordenadas. Os valores RGB sdo positivos e esta na faixa [0, Cmax]; para a maioria das
imagens digitais, Cmax = 255. Toda cor possivel C; corresponde a um ponto dentro do cubo
de cores RGB na forma: Ci = (Ri, Gi, Bi), onde 0 <Ri, Gi, Bi < Cmax. Os valores RGB sio
geralmente normalizados para o intervalo [0, 1] de modo que o espaco de cor resultante forma
um cubo unitario (Figura 14). O ponto S = (0, 0, 0) corresponde a cor preta, W = (1, 1, 1)
corresponde a cor branca e todos os pontos que se encontram na diagonal entre S e W séo
tons de cinza criados a partir de componentes de cores iguais R =G = B (BURGER e BURGE
2009).

Figura 14:Representacdo do espaco de cores do Modelo RGB e para efeito de ilustracéo, a apresentacgéo
das faces contendo as possiveis cores existentes. As cores primarias vermelho, verde e azul, formam o sistema
de coordenadas. O vermelho "puro™ Cor, verde, azul, ciano, magenta e amarelo estdo nos vértices do cubo de cores.
Todos os tons de cinza, dos quais C € um exemplo, situam-se na diagonal entre Preto e branco.

Ponto | Cor R G B B g C

P Preto 0,00 | 0,00 |[0,00

R Vermelho 1,00 | 0,00 |0,00

A Amarelo 1,00 | 1,00 |0,00 N B
G Verde 0,00 | 1,00 | 0,00 )

C Ciano 0,00 | 1,00 |1,00

B Azul 0,00 | 0,00 |1,00 C

M Magenta 1,00 | 0,00 | 1,00

B Branco 1,00 [ 1,00 | 1,00

C 50% cinzento | 0,50 | 0,50 |[0,50 > 0.50
Rys 75% Vermelho | 0,75 [ 0,00 |0,00

Ry 50% Vermelho | 0,50 | 0,00 |[0,00

Rys 25% Vermelho | 0,25 | 0,00 |0,00

R Rosa 1,00 | 0,50 [0,50 A

Fonte: Adaptacdo de OLIVEIRA et al., 2020
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Neste contexto, quando foi obtido a média da intensidade de cores apresentada nos
dispositivos, foi possivel verificar que os valores RGB é diretamente proporcional a
concentracdo do ion mercurio e pdde ser usado para quantificacdo em amostras. Como pode
ser observado na Figura 13 e Tabela 6, a curva de calibracdo obtida com o uso da intensidade
de cor, o canal vermelho obteve boa linearidade e inclinacdo, uma vez que a cor magenta
derivada do complexo formado entre Hg?* e DT-CCls é a cor complementar do canal
vermelho, como pode ser observado na Figura 12. Portanto estes valores foram utilizados

para a pesquisa.
5.3 Teste de estabilidade de cor para o0 Hg?*

A estabilidade da cor gerada nos dispositivos foi avaliada. Assim, mantendo fixa
uma concentracao de ions de mercurio (100 pg/mL) e utilizando os parametros otimizados
nas etapas anteriores, a intensidade de pixels foi utilizada como parametro analitico para
comparar os dados obtidos (Figura 15). Evidencia-se pelo grafico que nas 4 horas de
experimento e observacdo, a cor obtida nos dispositivos ndo apresenta alteracdo expressiva,
com variacao de apenas 5% nesse intervalo de tempo, no entanto foi necessario limitar um
tempo para realizar as medi¢des e obter um padrao de cor. Além disso, percebe-se que, a cor
apresentada no dispositivo parte de uma menor intensidade de pixels para um valor maior
(partindo da mais escura para a mais clara) , mesmo com pouca variagdo, o complexo
formado apresenta uma constante de estabilidade de 2,0 x 100 , sendo assim, um valor
considerado alto, logo é formado um complexo muito estavel.

Sendo assim, para padronizar a medicdo de cor e evitar possiveis erros definiu-se o
tempo para medicdo da cor dos dispositivos em 20 min. Este tempo possibilita a analise e
avaliacdo dos dispositivos sem comprometer a frequéncia analitica, 0 que € um parametro
importante para dispositivos baseados em papel. N&o obstante, a utilizacdo de estratégias
para melhorar a estabilidade e homogeneidade da cor dos uPADs foram realizadas na etapa

subsequente da otimizagdo do método proposto.
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Figura 15:Gréafico com os resultados obtidos para o teste de variagdo da cor ao longo do tempo na
presenca do Hg? com concentracdo de 100 pg/mL em solucdo tampédo de acido boérico, pH = 9,0.
Analisado no canal vermelho (R).
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Fonte: Autora, 2022.

5.4  Avaliacio da influéncia do CTAB com o Hg?*

Baseado na estratégia de Silva e colaboradores (2018), CTAB foi avaliado neste
trabalho para verificar se uma melhoria significativa na intensidade de cor pudesse ser
observada na presenca desse tensoativo catidnico. Para tanto, duas solugdes com diferentes
concentracdes de CTAB (6 mM e 12 mM) foram adicionadas ao meio reacional e curvas
analiticas foram construidas para avaliar a influéncia desse composto, analisando apenas no

canal R(vermelho) (Figura 16).
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Figura 16:Grafico com os resultados referentes a avaliacédo da influéncia de CTAB na determinacao de
fons de Hg?, utilizando ditizona como sonda colorimétrica. Analisada no canal vermelho (R).
(A)Mercurio e ditizona ;(B) Mercurio +ditizona+CTAB (12mM); (C) Mercurio +ditizona+CTAB (6
mM).
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Fonte: Autora, 2022.

Tabela 7: Comparacéo entre os coeficientes de determinacéo (R?), coeficientes de correlacdo de Pearson
(R) e inclinacdo da reta («) , para avaliacdo da influéncia do CTAB na determinaco de ions de Hg?*.

A B C
R? 0,856 0,954 0,845
R 0,925 0,976 0,919
a 1,3x10°3 2,1x10°3 2,0x103

Fonte: Autora, 2022.



59

Como pode ser observado na Figura 16 e na Tabela 7, a presenga de CTAB no meio
reacional proporcionou um ganho significativo na inclinacdo das curvas analiticas quando
comparado com a curva de referéncia e, por conseguinte, na sensibilidade analitica. Desta
forma, optou-se por utilizar CTAB na concentracdo de 12 mM no meio reacional ja que foi
obtido um ganho significativo na sensibilidade alcancado com a incluséo do tensoativo

cationico no sistema

5.5 Ensaio de interferentes

Inicialmente, para a avaliacdo dos interferentes, um total de 6 espécies foram
avaliadas para verificacdo da seletividade do método proposto frente aos analitos em estudo
(Hg®* / Pb?"). Para este estudo, uma interferéncia de +5% no sinal do branco analitico e/ou
sistema na presenca do Hg?* , foi considerado como pardmetro de avaliagdo. Dessa forma,
foi utulizada uma solucdo contendo ions de mercurio numa concentracdo de 10 pg/mL, a
qual, esta dentro da faixa linear da metodologia proposta. As concentracdes toleraveis destes
possiveis interferentes sio 800 pg/mL para Na™ e K*, 190 pg/mL para Fe** e Mn?*, por fim,
5 ug/mL para Zn®* e Cu®*.

Com base nos resultados apresentados na Figura 17 e Tabela 8, evidencia-se que a
interferéncia das espécies para o método proposto foi relativamente baixa, com valores de
intensidade de pixels na faixa de 97,53 — 99,71 % com relagédo aos valores obtidos como
referéncia na auséncia e presenca do mercurio. Desta forma, tem-se que a metodologia
proposta apresenta baixa interferéncia com relacdo as espécies comumente encontradas em

aguas naturais.
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Figura 17: Resultados obtidos para a avaliacdo de possiveis interferentes ao método proposto na auséncia e na
presenca do mercurio.
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Fonte: Autora, 2022.

Tabela 8:Espécies avaliadas como possiveis interferentes ao método proposto na auséncia e na presenga do Hg?*.

I Concentracao Interferéncias das
nterferente . L

avaliada (pg/mL) espécies
Na* 800 98,33 %
K* 800 99,71 %
Cu? 5 98,59 %
Mn 2 190 97,53 %
Zn?* 5 98,72 %
Fe 3* 190 99,29 %

Fonte: Autora, 2022.

5.6 Figuras de mérito e curva analitica para o Hg?*

Como a concentragdo do mercurio esta diretamente relacionada a cor gerada pelo
método proposto, foram estabelecidas as Figuras de mérito (Figura 18). Em condicGes

6timas, o método proposto apresenta uma faixa linear de 1 - 20 pg/mL, com coeficiente de
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determinacdo de R? = 0,991 e com um coeficiente de correlagdo linear de R = 0,989,
correspondendo a equagdo [(Ms - M)]/Mp = 2x103(% 1x10*) Cmercario- 7,5X107 (£1,3x1073).
Limite de deteccdo encontrado foi de 0,82 pg/mL com limite de quantificagdo foi de 1,12
png/mL e o método proposto é preciso visto que o desvio padrao relativo (RSD) foi calculado
como 1,73% e 2,42% para concentracGes do mercurio de 5 e 15 pg/mL, respectivamente. A

curva analitica construida para a metodologia proposta esta presente na Figura 18 abaixo:

Figura 18:Curva analitica otimizada para a determinacdo do Hg?* de acordo com o método proposto.
Inset: Foto do dispositivo utilizado para a constru¢do da curva analitica.
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Fonte: Autora, 2022.

5.7 Ensaio de recuperacdo com o Hg?*

O ensaio de recuperagdo é uma ferramenta utilizada para a validagdo de
metodologias analiticas e possibilita 0 entendimento sobre o efeito da matriz nas amostras.
Diante dos resultados apresentados no ensaio de interferentes obtidos na etapa anterior,
evidenciam que as espécies avaliadas tém pouca ou nenhuma interferéncia no sinal analitico
mensurado. Este comportamento, de fato, foi observado para o sistema proposto. De acordo

com os dados presentes na Tabela 9, tém-se que as recuperacdes medidas foram satisfatérias.
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Tabela 9: Resultados obitidos no teste de recuperagdo utilizando a metodologia proposta para a determinacdo do
mercurio em amostra de aguas naturais do Rio S&o Francisco da cidade riberinha de Penedo.

Mercario (ug/mL) recuperacao
Amostra Adicionado Recuperado (%)
0 0,38 -

Agua do 5 5,25 105,00
Rio S&o 10 10,23 102,30
Francisdo 15 15,10 100,67
de 20 20,09 100,45
Penedo 25 25,83 103,32

Fonte: Autora, 2022.

A amostra de agua apresentou concentracio de Hg?* abaixo do limite de deteccéo.
As porcentagens de recuperacdo variaram entre 100,45 e 105%. Considerando que uma

variacdo de £10% é tida como razoavel (VAZ et al., 2017).

5.8 Avaliacdo da Concentracio do Pb?*

Quando a solucdo contendo ions de chumbo foi pipetada no dispositivo & medida
gue a solucdo se espalhava no canal devido a acéo capilar, ocorreu a reacdo do analito com a
ditizona formando assim um complexo colorido insoltvel, apresentando uma faixa colorida.
Assim como foi observado na reacdo entre a ditizona e os ions de mercuario, semelhantemente
ocorreu na reacao entre a ditizona e os ions de chumbo, pois quanto maior a concentracéo do
metal, mais reagente colorimétrico (ditizona) no canal seria consumido, logo maior a
intensidade da cor apresentada no reservatorio. Os complexos de chumbo formado com a
ditizona apresentaram coloracéo vermelho claro.

Inicialmente foi avaliada a concentragdo do chumbo na presenga da ditizona
extraida. A correlacdo avaliada foi o valor de média de intensidade de pixel corrigido (IPC),
obtida através de um tratamento matematico a fim de converté-los a um comportamento
ascendente (equacgdo 1). Senso assim, visando um sistema de cor que pudesse descrever

melhor a variagéo de IPC, foi avaliado os resultados para a escala RGB. Os Canais RGB,
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vermelho, verde e azul foram estudados separadamente pelo método colorimétrico. Como

pode ser visto na Figura 19.

Figura 19:Estudo da variacédo de concentracdo do Pb?* em solucdo tampé&o de acido bdrico (0,12 mol/L)
, pPH=9,0, na presenca da solucao de ditizona-CCls ( 10 g/L), por meio das cores R,G,B e RGB.
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Fonte: Autora, 2022.

Tabela 10:Comparacdo entre os coeficientes de determinacdo (R?), coeficientes de correlacdo de
Pearson(R ) e inclinacéo da reta (a) para os canais de cor RGB, R, G e B na presenca do Pb?*.

CANAIS RGB VERMELHO VERDE AZUL

R? 0,9688 0,987 0,903 0,976
R 0,984 0,988 0,950 0,987
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. 7.0x10% 7.0x10 6,0x10 7.0x10%

Fonte: Autora, 2022.

O comportamento na escala de cor RGB pode ser melhor avaliado pelos valores da
Tabela 10, pois encontra-se os valores de inclinacdo da reta e coeficiente de correlacdo de
Pearson para 0s canais supracitados. Com um valor de R = 0,987 e inclinacdo da reta de
7,0x10* o canal vermelho foi escolhido como o mais satisfatorio.

Na determinagdo do chumbo também foi obtido a média da intensidade de cores
apresentada nos dispositivos, sendo possivel verificar que dos valores RGB ¢é diretamente
proporcional a concentracdo deste metal e pode ser usado para quantificacdo em amostras.
Como pode ser observado na Figura 19 e Tabela 10, a curva de calibracéo obtida com o uso
da intensidade do canal de cor vermelho obteve a maior linearidade e inclinagdo, uma vez
que a cor vermelho claro derivada do complexo formado entre Pb?* e DT-CCl4 é a cor
priméaria do canal RGB, como pode ser observado na Figura 14, portanto estes valores foram

utilizados para a pesquisa.

5.9 Teste de estabilidade de cor para Pb?*

A estabilidade da cor gerada nos dispositivos foi avaliada. Assim, mantendo fixa
uma concentragdo de ions de chumbo (100 pg/mL) e utilizando os parametros otimizados
nas etapas anteriores, a intensidade de pixels foi utilizada como parédmetro analitico para
comparar os dados obtidos (Figura 20). Evidencia-se pelo grafico que nas primeiras 4 horas
de experimento e observacao a cor obtida nos dispositivos ndo apresenta alteracdo expressiva,
com variagdo de apenas 10% a 15% nesse intervalo de tempo, no entanto foi necessario
limitar um tempo para realizar as medi¢des e obter um padrdo de cor. Sendo assim, para
padronizar a medicao de cor e evitar possiveis erros definiu-se o tempo para medicao da cor
dos dispositivos em 20 min. Este tempo possibilita a analise e avaliagdo dos dispositivos sem
comprometer a frequéncia analitica, 0 que é um parametro importante para dispositivos
baseados em papel.

Além disso, foi observado que a cor apresentada no dispositivo parte de uma maior

intensidade de pixels para um menor valor (partindo do mais claro para 0 mais escuro).
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Quando comparado com o grafico de estabilidade do complexo entre a ditizona e o mercurio,
a variagdo de cor para o produto colorimétrico entre a ditizona e o chumbo é um pouco maior,
isto pode ser justificado pela constante de estabilidade do complexo formado sendo de 1,4 x
10, a qual, € menor que a constante de estabilidade entre a ditizona e o mercurio. N&o
obstante, a utilizacao de estratégias para melhorar a estabilidade e homogeneidade da cor dos

HUPADs foram realizadas na etapa subsequente da otimizagdo do método proposto.

Figura 20:Gréfico com os resultados obtidos para o teste de variacdo da cor ao longo do tempo na
presenca do Pb?* com concentragdo de 100 pg/mL em solugdo tampao de acido bérico, pH =9,0. Analisado
no canal vermelho (R).
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Fonte: Autora 2022.

5.10 Avaliacdo da influéncia do CTAB com o Pb?

Visto que o resultado para o complexo formado entre o mercurio e ditizona na
presenca do CTAB, apresentou uma resposta significativa, proporcionando uma melhor
intensidade na cor, o CTAB foi avaliado na presenca de jons de Pb?" para verificar se uma
melhoria na intensidade de cor pudesse ser observada na presenca desse tensoativo catiénico.
Para tanto, as mesmas concentragdes de CTAB (6 mM e 12 mM) foram avaliadas ao meio
reacional e assim as curvas analiticas foram construidas para avaliar a influéncia desse

composto (Figura 21).
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Figura 21:Grafico com os resultados referentes a avaliacao da influéncia de CTAB na determinacéo de
ions de Pb?, utilizando ditizona como sonda colorimétrica. Analisada no canal vermelho (R). (A)Chumbo
e ditizona ;(B) Chumbo-+ditizona+CTAB (12mM); (C) Chumbo+ditizona+CTAB (6 mM).
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Tabela 11: Comparacéo entre os coeficientes de determinacio(R?), coeficientes de correlacdo de Pearson(R) e
inclinagdo da reta (@) , para avaliagdo da influéncia do CTAB na determinagdo de ions de Pb?*.

A B C
R2 0,973 0,836 0,895
R 0,986 0,914 0,946
a 1,4x10%3 5,0x10* 7,1x10*

Fonte: Autora, 2022.

Baseado nos resultados apresentados na Figura 21 e Tabela 11, a presenca de CTAB

no meio reacional ndo proporcionou um ganho significativo na inclinagdo das curvas
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analiticas quando comparado com a curva de referéncia e, por conseguinte, na sensibilidade
analitica. Desta forma, optou-se por néo utilizar CTAB no meio reacional, visto que n&o foi

obtido um ganho na sensibilidade com a incluséo do tensoativo catidnico no sistema.

5.11 Ensaio de Interferentes

Como jéa foi supracitado, para a avaliagdo dos interferentes, um total de 6 espécies
foram avaliadas, para tanto, uma interferéncia de £5% no sinal do branco analitico e/ou
sistema na presenca do Pb?* , foi considerado como parametro de avaliagdo. Dessa forma, foi
utulizada uma solucdo contendo ions de chumbo numa concentragdo de 50 pg/mL . As
concentrages tolerdveis dos possiveis interferentes sdo apresentadas na Tabela 12.

Com base nos resultados observados na Figura 22 e Tabela 12, evidencia-se que a
interferéncia das espécies para o método proposto foi relativamente baixa, com valores de
intensidade de pixels na faixa de 99,23 — 101,14 % com relagéo aos valores obtidos como
referéncia na auséncia e presenca do chumbo. Desta forma, tem-se que a metodologia
proposta apresenta baixa interferéncia com relacdo as espécies comumente encontradas em

aguas naturais.



68

Figura 22: Resultados obtidos para a avaliacdo de possiveis interferentes ao método proposto na auséncia e na
presenca do Chumbo.
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Fonte: Autora, 2022.

Tabela 12: Espécies avaliadas como possiveis interferentes ao método proposto na auséncia e na presenca do Pb?*.

Concentracéo Interferéncias das
Interferente : .
avaliada (pg/mL) espécies
Na* 800 101,14 %

K* 800 99,23 %
Cu? 5 100,71 %
Mn2* 190 99,86 %
Zn?* 5 99,44 %

Fe3* 190 99,58 %

Fonte: Autora, 2022.

5.12 Figuras de mérito e curva analitica para o Pb*

Como a concentracdo do chumbo esta diretamente relacionada a cor gerada pelo

método proposto, foram estabelecidas as Figuras de mérito (Figura 23). Em condicGes
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Otimas, o método proposto apresenta uma faixa linear de 5 - 30 pg/mL, com coeficente de
determinacdo de R? = 0,986 e um coeficiente de correlacdo linear de R = 0,991,
correspondendo a equagdo [(Mb - M)]J/My = 6,30x10*(x 5,45%x10°) Cchumbo- 2,23%107
(+1,12x10%4) . O limite de detecgdo encontrado foi de 0,89 pg/mL com limite de quantificacéo
foi de 5,35 pg/mL. O método proposto € preciso, visto que o desvio padrdo relativo (RSD)
foi calculado como 2,20% e 3,83% para concentracdes do chumbo de 5 e 20 pg/mL,
respectivamente. A curva analitica construida para a metodologia proposta esta representada

na Figura 23 abaixo:

Figura 23: Curva analitica otimizada para a determinacdo do Pb?* de acordo com o método proposto.
Inset: Foto do dispositivo utilizado para a constru¢do da curva analitica.
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Fonte: Autora, 2022.

5.13 Ensaio de recuperagio com o Pb%*

O ensaio de recuperagdo € uma ferramenta utilizada para a validacdo de
metodologias analiticas e possibilita 0 entendimento sobre o efeito da matriz nas amostras.
Diante dos resultados apresentados no ensaio de interferentes obtidos na etapa anterior,

evidenciam que as espécies avaliadas tém pouca ou nenhuma interferéncia no sinal analitico
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mensurado. Este comportamento, de fato, foi observado para o sistema proposto. De acordo
com os dados presentes na Tabela 13, tém-se que as recuperacOes medidas foram

satisfatérias.

Tabela 13: Resultados obitidos no teste de recuperacgdo utilizando a metodologia proposta para a determinacéo do
Chumbo em amostra de aguas naturais do Rio Sdo Francisco da cidade riberinha de Penedo.

Chumbo (pg/mL) recuperacao
Amostra  Adicionado Recuperado (%)
0 0,44 -

Agua do 20 20,16 100,80
Rio S&0 30 30,27 100,90
Francisdo 40 40,52 101,30
de 50 52,06 104,12
FETEEE 60 60,35 100,58

Fonte: Autora, 2022.

De acordo com os resultados pdde-se quantificar o chumbo na amostra de agua . A
amostra de agua apresentou concentracio de Pb?' abaixo do limite de deteccdo. As
porcentagens de recuperacdo variaram entre 100,58 e 104,12%. Considerando que uma

variacdo de £10% é tida como razoavel (VAZ et al., 2017).

5.14 Avaliacdo do layout dos dispositivos

Em condicdes otimizadas os dispositivos 01, 02, 03 e 04 foram avaliados e esperava-
se que o menor dispositivo tanto em tamanho quanto em largura (Dispositivo 01) seria o
escolhido como dispositivo ideal para reduzir os volumes dos reagentes, quanto a isso foi
obtido um 6timo parametro, entretanto o tempo de secagem era maior se comparado com o
tempo de secagem do dispositivo 03 e 04, isso pode ser explicado pela maior largura do canal,
pois agente colorimétrico percorreu os canais com mias facilidade. Dessa forma, para cada
dispositivo foi definido um volume ideal do agente colorimétrico apos as otimizagdes, como

é possivel observar na Figura 24.
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Figura 24:Layouts dos dispositivos 01,02,03 e 04 com o volume da ditizona na area principal de 20,0; 40,0;
40,0 e 20,0 uL, respetivamente. (Al e A2 = Areas de deteccdo; B= Area do agente colorimétrico).

Fonte: Autora, 2022.

Estes volumes foram definidos baseado nas observacdes feitas durante a otimizacgéo
com a ditizona, pois quando era adicionado mais de 40,0 pL nos dispositivos 02 e 03 ocorria
vazamento no reservatorio do dispositivo, sendo assim, iria impossibilitar realizar uma
analise de forma efetiva da intensidade da cor apresentada no dispositivo. Para esses
dispositivos também foi escolhido os parametros avaliados e otimizados anteriormente para
os analitos em questdo. Dessa forma, foi observado uma correlagdo boa tanto na presenca do
Hg?* quanto na presenca do Pb?*, porém a sensibilidade do dispositivo 02 na presenca do
mercurio se saiu melhor que os outros trés dispositivos como pode ser visto na Figura 25 e
Tabela 14.

E possivel perceber na Tabela 14, de fato, as diferencas de correlagio entre cada
dispositivo. Tendo em vista que o dispositivo 02 obteve melhor comportamento dentre os
parametros avaliados, no entanto, neste sensor foi usado apenas 40 pL de ditizona e o tempo

de secagem foi de 40 min.
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Figura 25:Grafico da média de pixels por concentracdo de Hg?* para os dispositivos (DP) 01, 02, 03 e 04.
(pH=9,0; Tampédo acido bdérico (120 mM); CTAB (12 mM); Canal vermelho). Inset: Foto dos dispositivos
utilizados para a construcgdo da curva analitica.
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Tabela 14:Comparacéo entre os coeficientes de determinacéo (R?), coeficientes de correlacdo de Pearson
(R) e inclinagdo da reta (a) para os dispositivos com o Hg?".

DISPOSITIVOS 1 2 3 4
R? 0,935 0,962 0,908 0,909
R 0,967 0,981 0,953 0,953
a 6,0x10* 4,0x10* 6,0x10* 7,0x10*

Fonte: Autora, 2022.

Na Figura 26, percebe-se que o dispositivo 04, na determinagéo do Pb?* apresentou

uma melhor curva analitica, podendo ser confirmado pelo seu coeficiente e inclinacdo da

curva visto na Tabela 15.
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Figura 26:Gréafico da média de pixels por concentracdo de Pb?* para os dispositivos 01, 02,03 e 04 . (pH=
9,0; Tampéo acido bérico (0,12 mol/L) ; CTAB (6,0x10 mol/L); Canal vermelho ). Inset: Foto dos
dispositivos utilizados para a construgdo da curva analitica.
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Fonte: Autora, 2022.

Tabela 15:Comparacéo entre os coeficientes de determinacéo(R?) , coeficientes de correlagdo de Pearson
(R) e inclinagdo da reta (a) para os dispositivos com o Pb?*,

DISPOSITIVOS 1 2 3 4
R? 0,915 0,902 0,942 0,959
R 0,937 0,9182 0,969 0,980
o 6,0x10™ 9,0x10°° 3,0x10 3,0x10™

Fonte: Autora, 2022.

Nos dispositivos 01 e 02, é observado um menor valor para os coeficientes, porém

ndo € uma diferenca tdo grande quando é comparado com os demais dispositivos, pois 0s
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coeficientes de correlacdo de Pearson, tanto para o chumbo quanto para o mercurio, foram
acima de 0,9. Essa menor correlacio apresentada pelos dispositivos 01 e 02 (com o Pb?*) e
para os dispositivos 03 e 04 (com o Hg?") , pode estar relacionada com a maneira ou jeito
que é realizada a pipetagem da amostra na zona de deteccdo, pois estes resultados
apresentados foram melhores do que outros ensaios realizados. Percebeu-se que era
necessario ter esse cuidado no momento da pipetagem da amostra na zona de reacéo, pois,
tem-se uma area especifica e limitada para analise da intensidade colorimétrica, sendo assim,
se ndo for pipetada corretamente sera obtido uma menor intensidade de cor nessa area de
inspecdo, como € visto na metodologia abordada neste trabalho.

Neste contexto a escolha do dispositivo se deu por outros parametros, como por
exemplo, o volume de ditizona, nos dispositivos 02 e 03 eram de 40 pL e 2 pL para os metais
em ambos 0s sensores, e 0 tempo de secagem era de aproximadamente 40 a 50 minutos para
o dispositivo 02 e 30 minutos para o dispositivo 03. Ja no dispositivo 01 era utilizado 20 uL
do agente colorimétrico e 1L para os analitos, no entanto os canais tinham uma largura de
2 mm, e ap6s o0 aquecimento houve uma diminui¢do de 1mm, logo houve uma maior
dificuldade para a ditizona percorrer os canais em direcdo as zonas de reacdo, aumentando
assim o tempo de secagem e de reacdo do dispositivo para aproximadamente 40 minutos.
Aumentar a largura do canal do mesmo, poderia melhorar a qualidade de analise desse
dispositivo, no entanto, no dispositivo 04, a largura dos canais foi satisfatdria, o tempo de
secagem foi de 20 minutos, o volume utilizado foi de 20 uL para a ditizona e 1pL para 0s
metais. Portanto foi escolhido o dispositivo 04 como melhor situacdo para realizar a

determinacéo simultanea do Pb?* e do Hg?" neste trabalho.

5.15 Anaélise Termogravimétrica

As analises termogravimétricas realizadas no presente trabalho serviram para
avaliar a estabilidade e o comportamento térmico dos complexos gerados e dos metais
guando submetidos a uma rampa de aquecimento. Na Figura 27, pode-se observar que o
complexo formado Hg?* + DT (4,0 mg) possui uma estabilidade menor que o Hg?*, e isto
pdde ser confirmado comparando os estagios de perda de massa. Para o complexo de

mercurio, a curva TGA mostra as perdas de massa em duas etapas consecutivas entre 250 °C
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e 790 °C. Na primeira etapa, até 390 °C, a decomposicao térmica ocorre através de um rapido
processo por combustdo, com perda de 77,95%. Na segunda etapa, entre 390 °C e 790 °C, a

perda de massa ocorre lentamente e corresponde a 19,99% com perda total do complexo.

Figura 27: Andlise termogravimétrica do Hg?* , da DT(ditizona) e do complexo formado entre Hg?*+ DT.
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Fonte: Autora, 2022.

Tabela 16: Estagios de perda de massa do Hg?* , da DT(ditizona) e do complexo formado entre Hg?*+ DT.

Amostra Estadios Inicio Fim Perda de Perda de
g (°C) (°C) massa (mg) massa (%0)
ng+ III 500 650 12,57 90,17
DT | 150 300 2,83 49,96
1 300 800 475 34,01
| 250 390 3,12 77,95
2+ 1 1
A HRT T 300 790 3,92 19.99

Fonte: Autora, 2022.

Para a ditizona (5,65 mg), mostra a estabilidade térmica até 150 °C e que a
decomposigéo térmica ocorre em duas etapas consecutivas entre 150 °C e 800 °C. Na primeira
etapa é observado uma perda de massa em 150 °C com perda de massa de 49,96%. Na
segunda etapa até 800 °C, a perda de massa corresponde a 34,01%. No entanto, 0 mercurio

(13,94 mg) apresentou apenas um estagio de perda de massa com temperatura entre 500 °C
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a 650 °C (90,17%), esse estagio é devido a decomposicdo de sua molécula. A Tabela 16
mostra 0s estagios de perda de massa do complexo gerado e para o mercurio.

Na Figura 28, é possivel observar que o complexo formado Pb?*+DT (4,6 mg)
possuem uma estabilidade maior que o Pb?*, e isto pdde ser confirmado comparando 0s
estagios de perda de massa. Para o complexo de chumbo, a curva TGA mostra as perdas de
massa em duas etapas consecutivas entre 290 °C e 750 °C. Na primeira etapa, até 380 °C, a
decomposic¢do térmica ocorre através de um rapido processo por combustdo, com perda de
74,14%. Na segunda etapa, entre 380 °C e 750 °C, a perda de massa ocorre lentamente e

corresponde a 2,11% com perda total do complexo.

Figura 28: Analise termogravimétrica do Pb?*, da DT(ditizona) e do complexo formado entre Pb?*+ DT.
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Fonte: Autora, 2022.

Para a ditizona (5,65 mg), a andlise termogravimétrica é a mesma apresentada
anteriormente. No entanto, o chumbo (13,94 mg) apresentou quatro estagios de perda de
massa com temperatura entre 290 °C & 940 °C, esse estagio e devido a decomposicao de sua
molécula. Na primeira (290 °C a 350 °C), segunda (350°C & 390 °C), e terceira (350 °C a 450
°C) etapa a decomposicdo térmica ocorre em um processo rapido com perda de 75,97 %;

66,99 %; e 58,91 % , respectivamente. Na etapa quatro, entre 450 °C e 940, a perda de massa
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segue de maneira lenta, correspondendo a 41,03%. A Tabela 17 mostra os estagios de perda

de massa do complexo formado e para o chumbo.

Tabela 17: Estagios de perda de massa do Pb?*, da DT(ditizona) e do complexo formado entre Pb 2+ DT.

Amostra  Estagios  Inicio Fim Perda de Perda de
(°C) (°C) massa (mg) massa (%0)
[ 290 350 3,42 24,03
Eh: I 350 390 3,01 10,98
- 390 450 2,64 8,08
11 450 940 1,84 47,04
DT [ 166 300 2,83 49,96
I 300 800 4,75 34,01
Pb2* +DT [ 290 380 3,42 25,86
I 380 750 4,51 72,03

Fonte: Autora, 2022.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste presente estudo foi abordado o desenvolvimento de uma metodologia analitica
para a determinacdo simultanea doo fons Hg?* e Pb?* acoplados a detecgdo colorimétrica,
apresentando resultados satisfatorio. Foi observado que o sistema se comporta melhor em pH
=9, 0 (120 mM), com uma solucdo tampédo de acido bdrico, com a ditizona como agente
colorimétrico. Para 0 método proposto neste trabalho, o canal vermelho (R) apresentou o
melhor resultado para ambos os metais. Na analise da estabilidade da cor, foi obtido, uma
variacdo de apenas 5% e 10% em um intervalo de tempo de 4h na presencga do mercdrio e do
chumbo, respectivamente. A aplicacdo do CTAB (12mM), apresentou um ganho
significativo na sensibilidade do dispositivo, na presenca do Hg?" no entanto, este tensoativo
ndo apresentou influéncia na curva analitica na presenca dos ions de Pb?*.

Obteve-se baixa interferéncia dos metais potencialmente tdxicos que podem ser
encontrados em amostras de agua, o que indica boa seletividade, para ambos analitos. Para o
ensaio de recuperacao, foi considerado uma variacdo de +10%, e tanto para o as solugdes de
amostras reais na presenca do chumbo (100,58 e 104,12 %) quanto na presenca do mercurio
(100,45 e 105,00%), apresentaram uma variacdo razodvel. O LOD determinado foi 0,82
pg/mL e o LOQ foi de 1,12 pg/mL, com faixa linear de 1 — 20 pg/mL para o mercurio, e para
0 chumbo os valores encontrados foram de 0,89 pg/mL ; 5,35 pg/mL e 5 - 30 pg/mL,
respectivamente.

O volume otimizado para o dispositivo 04 foi de 1L para o analito e 20uL para o
agente colorimétrico, o qual, apresentou o melhor resultado devido a sua largura, tempo de
secagem e volume dos reagentes. Por fim, através da analise termogravimétrica, pode-se
observar a formacdo do complexo. De modo geral, os UPADs com deteccdo colorimétrica
empregados, neste trabalho apresentaram potencialidade elevada para as analises, pois 0
método proposto supera inconvenientes como alto custo, procedimento laborioso, alto
consumo de amostra e reagentes e outros problemas comuns para metodologias ja
estabelecidas na literatura. Portanto, a metodologia proposta é simples, barata, rapida e eficaz

para a determinacdo destes metais em amostras de aguas naturais.
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7 PERSPECTIVAS

e Comparar os dados obtidos com a metodologia de referéncia para determinacao dos

metais em estudo.
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