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RESUMO

A presença de metais potencialmente tóxicos em água e em alimentos causa

preocupações ambientais e de saúde pública. Os metais tóxicos, uma vez que

podem acarretar consequências negativas para o meio ambiente, como a redução

da flora e a contaminação dos recursos hídricos, e para os seres humanos, podem

sofrer variadas doenças, incluindo câncer, problemas neurológicos e até morte

devido à exposição ou ingestão de água e alimentos contaminados. Assim, esta

pesquisa se justifica pela indiscutível importância de desenvolver estratégias

confiáveis e rápidas para detectar e quantificar metais potencialmente tóxicos. Para

isso, foram elaborados três métodos analíticos distintos para a determinação desses

metais. O Capítulo 1 apresenta uma revisão sobre luminescência e a síntese de um

sensor fluorimétrico. No Capítulo 2, é proposto um método fluorimétrico para a

determinação de chumbo (II) em amostras de água, solo, urina e saliva sintética. O

Capítulo 3 oferece uma revisão detalhada sobre métodos analíticos baseados em

imagem, abordando a coleta e o tratamento dos dados. O Capítulo 4 descreve o

desenvolvimento de um método baseado em fluorescência por imagem digital,

utilizando um dispositivo portátil de algodão, para a determinação de cobre (II) em

águas e cachaça. Por fim, o Capítulo 5 apresenta um método baseado em imagem

digital, a partir de uma reação colorimétrica, para a determinação de cobalto (II) em

amostras de água destilada e água de torneira.

Palavras-chave: detecção fluorimetrica;  fluorescência; bis-iminas tiazóis;  bis-iminas;

 metais potencialmente tóxicos; chumbo (II); cobalto (II); cobre (II); imagem digital; fio

de algodão

OLIVEIRA, Claudinéia Rosa da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa,
fevereiro de 2025. Desenvolvimento de sensores inovadores fluorescentes e
dispositivos microfluídicos baseados em algodão para a determinação de
metais em diversas matrizes. Orientador: Willian Toito Suarez.



ABSTRACT

The presence of potentially toxic metals in water and food raises environmental and

public health concerns. These toxic metals can cause negative consequences for the

environment, such as reduced flora and contamination of water resources, and for

humans, leading to various diseases, including cancer, neurological issues, and even

death from exposure or ingestion of contaminated water and food. Thus, this

research is justified by the undeniable importance of developing reliable and rapid

strategies for detecting and quantifying potentially toxic metals. To achieve this, three

distinct analytical methods were developed for determining these metals. Chapter 1

presents a review of luminescence and the synthesis of a fluorimetric sensor. In

Chapter 2, a fluorimetric method is proposed for determining lead (II) in water, soil,

urine, and synthetic saliva samples. Chapter 3 offers a detailed review of analytical

methods based on imaging, addressing data collection and treatment. Chapter 4

describes the development of a method based on digital image fluorescence, using a

portable cotton device, for determining copper (II) in water and cachaça. Finally,

Chapter 5 presents a method based on digital imaging from a colorimetric reaction for

determining cobalt (II) in distilled water and tap water samples.

Keywords: fluorimetric detection;  fluorescence;  thiazole bis-imines; bis-imines;

potentially toxic metals;  lead (II);  cobalt (II);  copper (II); digital imaging; cotton

thread
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1. Espectroscopia de luminescência 

A espectroscopia de luminescência molecular é composta por um conjunto de três 

métodos nomeados como fluorescência, fosforescência e quimiluminescência. Estes métodos 

estão relacionados, uma vez que, se referem a formação de uma nova espécie quando a molécula 

inicial é excitada, a partir daí é possível realizar análises qualitativas e/ou quantitativas a 

respeito do analito [1]. 

Segundo Skoog et al. (2007) [1], a quimiluminescência é fenômeno de radiação que 

uma molécula excitada pode emitir durante uma reação química. Isso se esclarece quando essa 

radiação emitida é advinda de uma reação, sendo a molécula excitada o produto dela. Esse 

fenômeno pode acontecer durante a reação de oxi-redução conforme citado por Huang et al. 

(2021)[2]. 

A fluorescência e fosforescência podem ser nomeadas como fotoluminescência, uma 

vez que a excitação das espécies é feita por absorção de fótons [1]. No entanto, se diferem no 

processo de transição eletrônicas devido a mudança de spin eletrônico.  

De acordo com princípio de exclusão de Pauli, “dois elétrons de um átomo não podem ter os 

mesmos números quânticos”, devido a isso apenas dois elétrons devem ocupar um orbital com 

spins opostos. Quando o elétron está no estado fundamental é denominado como S0, no entanto, 

quando este elétron é excitado ele pode assumir o estado singleto excitado dado por S1 (um 

orbital com maior energia) ou o estado tripleto, T1 (orbital de menor energia), em que o spin do 

elétron promovido é invertido, Figura 1 [3].   

De acordo com Figura 2, encontra-se o diagrama de Jablonski para os processos 

fotoluminescentes, como a fluorescência e fosforescência. Na borda inferior da figura tem-se o 

nível S0 representando o estado fundamental singleto. No comprimento de onda 𝜆1 ocorre o 

fenômeno de absorção, seguido pelo momento em que os elétrons são excitados para um estado 

excitado singleto dado por S2. Durante este processo, intercorre a relaxação vibracional (setas 

onduladas em vermelho), favorecendo uma transição a partir de um nível de energia mais baixo.  

Em sequência, na mesma figura, acontece o processo não radioativo quando há 

superposição de níveis de energia com mesma multiplicidade de spins, denominado de 

conversão interna (seta ondulada azul claro) [4]. Este processo se conduz até o estado excitado 

singleto, S1, que comporta o comprimento de onda 𝜆2, na qual também acontece a mudança 

entre os níveis vibracionais devido ao relaxamento vibracional, advindos do processo de 

absorbância.  
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Figura 1. Representação esquemática para configuração de spins nos orbitais para o estado 

fundamental e para os estados excitados, singleto e tripleto (multiplicidade do spin).  

 

Fonte: adaptado de SOUZA et al. (2008).  

Ademais, neste comprimento de onda, a excitação normalmente produzirá a banda de 

fluorescência, dada em 𝜆3. Pode-se considerar que 𝜆2 é maior que 𝜆3, e em  𝜆3 acontece o retorno 

dos elétrons do estado excitado singleto para o estado fundamental com a mesma orientação de 

spins, característica de uma transição com emissão de radiação permitida, esse processo é então 

denominado fluorescência. A fluorescência possui um tempo de vida curto, ou seja, o tempo 

médio da excitação e o retorno para o estado fundamental  está na faixa de nanosegundos, que 

podem cessar em 10-5s [1,5]. 

Entretanto, a partir do S1 ocorre um cruzamento ou passagem intersistemas, que 

apresenta transições não radioativas que, diferente da conversão interna, envolve a 

multiplicidade de spin diferentes, característico de processos não permitidos. A passagem 

intersistemas, acontece entre o estado excitado singleto para o estado excitado tripleto, T1, onde 

ocorre o processo de fosforescência. Entre os processos de fluorescência e fosforescência ocorre 

a conversão interna e externa (representados em setas laranjas), na qual baseia-se nos processos 

intermoleculares e a desativação de um estado eletrônico excitado por meio do contato da 

molécula com outras soluções. 

Segundo Lakowicz (2006)[5], a fosforescência se baseia na orientação do spin do 

elétron fundamental em relação ao processo final de emissão de luz a partir dos estados 

excitados tripletos,  os spins do orbital excitado possuem a mesma orientação de spin que o 

elétron no estado fundamental.  
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Figura 2. Diagrama de Jablonski de energia de um processo fotoluminescente, sendo 

representado a energia (E), o estado fundamental singleto (S0), estado excitado singleto (S1), 

estado excitado tripleto (T1) e 𝜆n com n = 1, 2, 3, 4, correspondentes a comprimentos de onda 

variáveis.  

 

Fonte: adaptado de SKOOG et al., 2007. 

Uma molécula fosforescente emite luz por um período longo, mesmo após a fonte de 

excitação ter sido interrompida, de mesmo modo que se vê em brinquedos que brilham no 

escuro ou em tomadas antigas. Dessa forma o tempo de vida seria na faixa milissegundos, em 

uma taxa de 103 a 100 s-1, podendo chegar a horas, ou seja, o retorno acontece lentamente para 

estado fundamental de energia [5].   

A fluorescência se difere da fosforescência devido a diferença de tempo de vida e aos 

processos de emissão, na qual, a fluorescência acontece envolvendo os estados eletrônicos da 

mesma multiplicidade de spins enquanto a fosforescência, envolve  estados de  multiplicidades 

de spins diferentes [4].  

Segundo, Martelli et al. (2018)[6], uma molécula pode ser excitada por pulsos de 

radiação, na qual seu espectro é dado pelo tempo de decaimento do estado eletrônico excitado 

ou a espécie pode ser excitada por uma radiação continua, de tal modo que obtém-se os 

espectros eletrônicos de emissão e excitação.  
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Para medirmos a resposta analítica da fluorescência, utilizamos o espectrofotômetro de 

fluorescência que detecta todo o espectro de fluorescência para todos os comprimentos de onda 

dentro do espectro de excitação [7]. O espectro é formado devido a presença de um 

monocromador, um de excitação e um de emissão, que faz uma varredura de espectro, além 

disso pode-se selecionar o comprimento de onda desejado para uma análise [1]. Ademais, é 

necessário uma fonte de excitação (tais como, a lâmpada de mercúrio, xenônio e LEDs) e um 

detector (tubo fotomultiplicador) [6]. 

Contudo, alguns fatores podem afetar a fluorescência, tais como o rendimento quântico 

ou eficiência quântica (∅), o tipo de transição, a estrutura da molécula, o efeito do solvente, da 

temperatura, pH, concentração e a presença de um agente supressor. 

Eficiência quântica ou rendimento quântico, ∅, expressa a razão entre a quantidade de luz ou 

número de fótons emitida e a quantidade de luz ou número de fótons que são absorvidos, como 

expresso na equação 1.   ∅= 
Número de fótons emitidos

Número de fótons absorvidos = 
Kf

Kn
                   (1.0) 

Segundo Skoog et al. (2007)[1], a eficiência quântica também pode ser expressa de 

acordo com as constantes de velocidades relativas dos processos quando o estado singleto é 

desativado, assim, Kf se refere a fluorescência, enquanto Kn se refere ao somatório das 

velocidades de fluorescência, cruzamento intersistema, conversão externa, conversão interna, 

pré-dissociação e dissociação. Desta forma, de modo qualitativo, para valores de Kf altos e Kn 

baixo favorecerá para o aumento da fluorescência.   

A transição também é um fator que pode afetar a fluorescência da molécula, isso 

acontece devido ao tempo de vida médio, de tal forma que, as transições de n→ π* e π → π* 

maior eficiência quântica) são favorecidas, pois são menos energéticas e possuem o tempo de 

vida menor  [1].  

A fluorescência tem como influência a estrutura da molécula, bem como a sua rigidez, 

sendo típico de moléculas que possuem grupos aromáticas, tais como: quinina, laranja de 

acridina, rodamina B, pireno, fluorobenzeno, lisozima, isoquinolina, indol entre outros; e 

dificilmente resultará de absorção de radiação em comprimentos de onda menores que 250 nm, 

resultando no aumento da eficiência [4,5,8]. 

No entanto a eficiência pode ser reduzida com o aumento da temperatura, uma vez que, 

em altas temperaturas ocorre o aumento das colisões das moléculas, favorecendo a desativação 

por conversão externa (S1 → S0) e diminui a viscosidade da solução. De mesmo modo, algumas 
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moléculas podem ter sua eficiência reduzida quando inserida em solventes com átomos 

pesados, pois favorecerá na formação de um estado tripleto, causando um decréscimo na 

fluorescência [1].  

Algumas moléculas aromáticas podem sofrer influência do valor de pH, isso porque em 

meio ácido ou básico apresentam formas ressonantes, devido a sua protonação ou 

desprotonação, que depende da constante de dissociação do composto. Isso acontece, pois o 

valor da constante de dissociação no estado fundamental é diferente no estado excitado [1]. 

Devido a isso, cada molécula sofre uma interferência específica, ou seja, para algumas o pH 

ácido pode aumentar a intensidade fluorescência, enquanto outras o pH alcalino poderia 

aumentar.  

Além do valor de pH, a concentração também pode influenciar na intensidade de 

fluorescência. Uma vez que, a fluorescência é detectada a partir do feixe de luz que é 

direcionado para solução contendo uma molécula, pode-se considerar que a intensidade da 

fluorescência está relacionada proporcionalmente a potência radiante do feixe de excitação que 

é absorvido, Equação 2.0.  

Essa consideração, possibilita a relação com a concentração quando a lei de Beer é 

reescrita em termos de potência, Equação 3.0. Em que F é a potência de emissão de 

fluorescência, P é potência após atravessar uma distância b do meio, P0 é a potência do feixe 

que incide na solução, ∅ é a constante dependente da eficiência quântica do processo de 

fluorescência, ε é a absortividade molar das moléculas e c a concentração da molécula emissora 

[1].  F =  ∅(P0 −  P)                                                                                                                                    (2.0) 

F = ∅P0 (1-10-εbc)                                                                                                                    (3.0) 

Desta forma, a partir de cálculos matemáticos envolvendo o termo exponencial, a 

Equação 3.0 pôde ser reescrita conforme a Equação 4.0, uma vez que, considerou-se o termo 

P0 constante e 2,3∅εb = K. Assim, quando os valores da concentração forem baixos, espera-se 

um comportamento linear em gráficos de potência de fluorescência em relação a concentração.  

F = Kc                                                                                                                                    (4.0) 

No entanto, a linearidade pode ser perdida quando a concentração se torna grande (e 

apresenta absorbância maior que 0,05), quando ocorre muitas colisões entre as moléculas 

excitadas (auto-supressão) e quando o comprimento de onda de emissão se sobrepõe a um pico 

de absorção (auto-absorção). Tais fatores podem  reduzir a intensidade de fluorescência, sendo 

chamada de extinção da fluorescência  [1,5].  
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Desse modo, o estudo da fluorescência pode seguir duas vertentes, a extinção da 

intensidade ou o acréscimo da intensidade fluorescente, que podem ser realizadas através da 

formação de complexos com metais de transição, por exemplo. Em ambos os casos, baixas 

concentrações geram alta linearidade e possuem alta sensibilidade.  

2. As bis-iminas tiazois 

As bis-iminas tiazois foram sintetizadas pela primeira vez em 2017 por SHKOOR et al., 

(2017) [9] através de uma reação multicomponentes (RMC), a partir da tiocarbazida, aldeído 

aromático e 2-bromoacetofenona em solução de etanol com ácido acético (organocatalisador) 

sob as condições de  60 °C por 2h, Figura 3. 

A síntese proposta por  Barros et al. (2021)[10], que foi utilizada neste trabalho, possui 

semelhanças a rota sintética desenvolvida por  Shkoor et al., (2017) e  Srikanth et al. (2020) 

[9,12], ambas utilizam o conceito de RMC, na qual ocorre transformações químicas com três 

ou mais reagentes para síntese do produto final [13]. Este procedimento, tem como vantagem a 

facilidade na adição dos reagentes, de tal forma que não há prioridade na ordem de adicionar 

os reagentes, de modo que todos os componentes adicionados deverão estar presentes no 

produto.  

A Figura 3, esquematiza o processo de síntese da molécula bis-iminas tiazois a partir da 

RMC, em que X presente na estrutura do 2-bromoacetofenona pode ser substituído por H ou 

Br, sendo o hidrogênio utilizado. O aldeído utilizado pode assumir substituintes diferentes dado 

por Ar = C6H5-, pCH3C6H4-, p(CH3)2NC6H4-, 2-Furyl- e 2-Thienyl, por exemplo. Na Figura há 

um segmento em vermelho, indicando a estrutura do grupo tiazóis, sendo está o núcleo das bis-

iminas tiazóis e um grupo rico em aplicabilidades.   

Figura 3. Esquema para síntese da bis-iminas tiazois a partir de uma molécula de tiocarbazida, 

um aldeído aromático e 2-bromoacetofenona, em que X e Ar são grupos que podem ser 

substituídos.  

Fonte: Adaptado de BARROS et al., (2021) e SHKOOR et al. (2017). 
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A síntese foi realizada utilizando como fonte de aquecimento o forno micro-ondas, 

sendo este um dos diferenciais de sua síntese, uma vez que, torna o processo mais rápido e 

econômico. Além disso, Barros et al. (2021)[10] associa sua síntese como uma metodologia 

viável ao meio ambiente, se adequando a alguns conceitos da Química verde, principalmente 

pelo uso de solventes verdes e curto tempo de reação.  

A partir dos aldeídos 2-(2-hidroxifenill)acetaldeído, 2-(2-oxoetil)benzonitrila e 2-(2-

nitrofenil)acetaldeído, vide Figura 4, tem-se a formação das moléculas de interesse deste 

estudo, as moléculas T1, T2 e T3, respectivamente. A abreviação T1, T2 e T3, se refere as 

moléculas com nomenclatura (E)-N-(2-cianobenzilideno)-2-(((E)2-

cianobenzilideno)hidrazono)-4-fenltiazol-3(2H)-amina; N-(2-cianobenzilideno)-2-((2-

cianobenzilideno)hidrazono)-4-fenltiazol-3(2H)-amina; N-(2-nitrobenzilideno)-2-((2-

nitrobenzilideno)hidrazono)-4-fenltiazol-3(2H)-amina, respectivamente.  

Figura 4. Aldeídos utilizados para síntese das bis-iminas tiazóis T1, T2 e T3, respectivamente. 

 

Fonte: autoria própria.  

Pode-se ver as moléculas T1, T12 e T3 em sua fórmula estrutural na Figura 5, na qual é 

possível visualizar cada componente utilizado na RMC, a partir dos aldeídos mencionados 

anteriormente. Assim, em azul observa-se o aldeído, em verde corresponde a tiocarbazida e em 

vermelho da 2-bromoacetofenona. 

O grupo tiazol presente na estrutura, possui diversas aplicabilidades, na química 

medicinal [14,15], na inibição da monoamina oxidase [16], antibacteriana [17], antimalárica 

[18] e anticancerígeno [19]. Além disso, a presença de duas iminas com grupos funcionais 

próximos, permite a coordenação de íons metálicos na estrutura [20]. Devido a essa 

propriedades, grupos bis-iminas são utilizadas para estabilização de tetriliomilidenos [21],  

reações de catálise [22,23], catálise assimétrica [24], fluorescência [25,26] e voltametria cíclica 

[25].   

Ademais, na área da saúde também são aplicadas, como na detecção de cloridratado de 

cocaína [27] e anticancerígenas [28]. Por este motivo acredita-se que as bis-iminas tiazóis 
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podem conferir similaridade nestes quesitos, sendo necessário e importante que pesquisas e 

estudos sejam realizados.  

Figura 5. As moléculas T1, T2 e T3 da classe bis-iminas tiazóis com a representação por cor 

de cada componente da reação multicomponente, em azul advém do aldeído utilizado para cada 

molécula, em verde corresponde a tiocarbazida e em vermelho da 2-bromoacetofenona.  

 

Fonte: autoria própria. 

3. Determinação de chumbo  

O chumbo (Pb) é um elemento químico localizado na tabela periódica, família 14 no 

sexto período, está classificado como um metal representativo, possui número atômico 82 e 

massa atômica de 207,2 u. Esse elemento é tóxico e pode ser encontrado facilmente devido suas 

fontes naturais e antropogênicas [29]. O Pb é sólido a temperatura ambiente, possui temperatura 

de fusão de 327°C, possui coloração cinza metálica ou azulado quando exposto a luz e apresenta 

11,29 gcm-3 de densidade. 

O Pb é encontrado de forma natural a partir das emissões vulcânicas e névoas aquáticas 

[30] ou inserido no meio ambiente devido a  produção de baterias, pigmentos, combustão de 

T1 
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combustíveis fósseis (quando a gasolina continha chumbo), fundição, atividades de mineração, 

construção civil, tintas, refinarias petroquímicas, indústrias químicas ou até mesmo pelo uso de 

fertilizantes minerais, entre outros [31–33].  

De acordo com a Agência de Substâncias Tóxicas e Registro de Doenças (ATSDR) [34] 

a cada 2 anos é criada uma lista com os elementos que apresentam o potencial mais significativo 

para saúde humana devido à sua toxicidade. E neste ano, 2022, o chumbo foi ranqueado em 2° 

lugar como elemento que necessita de priorização devido ao alto potencial de exposição 

humana [34], Tabela 1.  

 

Tabela 1. Lista de prioridade de substâncias da ATSDR 2022 
Rank 2022 Nome da substância Pontos totais 

1 Arsênio 1675 

2 Chumbo 1531 

3 Mercúrio  1455 

4 Cloridrato de vinil 1355 

5 Bifenilas policloradas 1342 

6 Benzeno 1328 

7 Cádmio 1317 

8 Benzo(a)pireno 1306 

9 Hidrocarnonetos aromáticos policíclicos  1277 

10 Benzo(b)fluorateno 1255 

Fonte: adaptado de ATSDR, 2022. Disponível em: 

https://www.atsdr.cdc.gov/spl/index.html#2022spl 

A contaminação pode acontecer devido as redes hidráulicas de casas ou edifícios 

conterem chumbo, esse elemento é considerado um dos mais perigosos para saúde humana de 

crianças e bebês, isso porque elas conseguem absorver cerca de 50% do chumbo que venha a 

ser ingerido, que acumula nos ossos, conservando-se por muitos anos [35,36]. O chumbo pode 

influenciar no sistema neurológico, nos rins e na circulação sanguínea, que inclusive é o meio 

de transporte do metal no ser humano [37].  Em adultos, a contaminação pode ser eliminada a 

partir de duas semanas, no entanto pode ser distribuído pelo cérebro, rins, fígado e também 

ocorre o processo de acumulação do metal nos ossos e dentes [30,38].  

Logo, nota-se a importância na determinação e quantificação deste metal no meio 

ambiente, bem como em alimentos e bebidas. Para isso, pode-se fazer uso de diversas técnicas, 

tais como a espectroscopia de fluorescência a laser [39], adsorção [31], UV-Vis e cromatografia 
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líquida de alta performance (HPLC) [40], absorção via espectrometria de absorção atômica por 

chama (FAAS) [30,41], biosensor fluorescente [42] e métodos eletroquímicos [43]. 

A potencialidade tóxica do metal em água e em alimentos tem gerado uma grande 

preocupação nos setores ambiental e de saúde pública, uma vez que pode acarretar 

consequências negativas tanto para o meio ambiente, como a redução da flora e a contaminação 

dos recursos hídricos, como para os seres humanos, causando variadas doenças, inclusive 

câncer, e até morte devido à exposição ou ingestão dos recursos mencionados. Assim, esta 

pesquisa justifica-se pela inegável importância de buscar estratégias confiáveis, e que gerem 

resultados de forma rápida, para identificar e quantificar esse metal. Para isso, torna-se 

imprescindível a regulamentação dos limites de chumbo que pode estar presente em alimentos 

e bebidas, para que a contaminação por estes seja minimizada.  

Os limites permitidos pelos órgãos WHO, CONAMA, MINISTÉRIO DA SAUDE são 

listados com o nível máximo de 10 ppb para os dois primeiros e 1 ppb para água potável. Uma 

vez que, raramente se encontra água potável contaminada por este metal perante seu tratamento, 

e sim pela contaminação das tubulações residenciais. Uma outra matriz, que merece atenção é 

o vinho, muito consumida por adultos, esta é regulamentada pela OIV (Organisation of Vine 

and Wine) e a Legislação Brasileira (Decreto Federal n°. 99.066/ 08-03-1990), na qual 

estabelecem nível máximo de 150 ppb e 300 ppb, respectivamente.  

 

 

 

 

Tabela 2. Limites máximos de chumbo estabelecidos para água e vinho de acordo com o órgão 

regulamentar.  

Matriz Órgão Concentração (ppb) 

Água 

WHO (2017) 10 

CONAMA (2005) 10 

MINISTERIO DA SAÚDE (2011) 1 

Vinho 
OIV (2005) 150 

LEGISLAÇÃO BRASILEIRA (2011) 300 

Fonte: autora a partir da WHO (2017), CONAMA (2005), OMS (2011), OIV (2015) 
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CÁPITULO II 

 

SÍNTESE VERDE DE BIS-IMINAS TIAZOL COMO SENSOR FLUORIMÉTRICO 

PARA DETERMINAÇÃO DE CHUMBO EM AMOSTRAS AMBIENTAIS, 

BIOLÓGICAS E ALIMENTARES 
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1. INTRODUÇÃO 

Devido à presença de metais potencialmente tóxicos em diversos aspectos da 

sociedade, há uma preocupação significativa em relação ao impacto que essas substâncias 

podem ter no meio ambiente e na saúde humana [1]. Essa preocupação é justificável, pois esses 

metais tendem a se acumular no ambiente devido à sua estabilidade e resistência à degradação. 

[2] Além disso, alguns metais, como cobre [3–5], mercúurio [6,7], cobalto [8], chumbo [9], 

cádmio [10], arsênio [11], cromo [12] e selênio [13], possuem um alto potencial de 

contaminação em águas ambientais [14,15], bebidas e alimentos. Embora alguns desses metais 

sejam micronutrientes essenciais para os seres humanos, existem regulamentações que impõem 

limites ao seu uso. Especificamente, o Pb²⁺ requer um controle rigoroso devido aos efeitos 

adversos que causa no sistema neurológico, nos rins e na circulação sanguínea [16]. Em adultos, 

essa contaminação pode ser eliminada em até duas semanas, porém o metal pode se distribuir 

pelo cérebro, rins e fígado, acumulando-se nos ossos e dentes ao longo do tempo [17,18] .Diante 

desses dados, em 2022, a Agência de Registro de Substâncias Tóxicas e Doenças (ATSDR) 

[19] classificou o chumbo como a segunda substância com maior potencial de exposição 

humana, enfatizando a importância do monitoramento e controle de sua presença em nosso 

ambiente. 

Portanto, tanto a Organização Mundial da Saúde (OMS)[20] quanto o Conselho 

Nacional do Meio Ambiente do Brasil (CONAMA, 2005) estabeleceram um limite máximo 

aceitável para a concentração de Pb²⁺ em água, fixado em 10 μg L⁻¹. Esses padrões pré-definidos 

para água e efluentes em geral destacam a necessidade de quantificação desse metal, visando 

garantir um controle de qualidade eficaz. Vale ressaltar que também há regulamentações sobre 

o teor do íon Pb²⁺ em outras matrizes. Por exemplo, a legislação brasileira estabelece um valor 

de referência de 500 μg L⁻¹ para a bebida alcoólica cachaça. Já a Agência de Proteção Ambiental 

(EPA)[19], definiu um limite de 4,0 × 10⁵ μg L⁻¹ para solos destinados a atividades recreativas 

e 120 × 10⁵ μg L⁻¹ para áreas não recreativas. Enquanto isso, a Resolução CONAMA nº 

420/2009 estabelece um limite de 4,0 × 10⁵ μg L⁻¹ de íons de chumbo em solos de áreas urbanas 

e industriais. Diante dessa diversidade de limites de tolerância para Pb²⁺, a identificação e 

quantificação desse cátion são essenciais, pois ele pode estar presente em bebidas e alimentos, 

além de ser absorvido pelo solo e potencialmente contaminar as culturas ali cultivadas, 

representando riscos à saúde humana. 

Para a quantificação de Pb²⁺, diversas metodologias podem ser aplicadas, como 

colorimetria [3,8], técnicas eletroanalíticas [14,15,21,22], absorção atômica por vapor frio [23], 
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espectroscopia Raman [24], adsorção [11,25] e fluorescência [6,13,26]. Dentre essas diferentes 

técnicas, a fluorescência merece destaque, pois é uma técnica óptica de detecção rápida e 

sensível  [27–29], com baixos limites de detecção e excelentes faixas lineares de concentração  

[30,31]. Além disso, a fluorescência pode ser utilizada na determinação de íons metálicos por 

meio da supressão ou intensificação da intensidade fluorescente em espécies orgânicas e 

inorgânicas [30]. 

Nesse contexto, ainda existem muitos estudos voltados para o desenvolvimento de 

novos sensores químicos para a análise fluorométrica de metais em diversos tipos de amostras. 

Para esse fim, várias classes de substâncias heterocíclicas têm se destacado, como triazóis, 

imidazóis, tiofenos, tiazóis e piridinas (Figura 1) [32–34].Além desses heterociclos, as iminas 

(Figura 1) também têm sido relatadas como sensores químicos para metais, apresentando 

excelente seletividade e sensibilidade [35,36]. Portanto, é plausível acreditar que a combinação 

de estruturas heterocíclicas com grupos funcionais imina na mesma molécula pode 

potencializar a ação do sensor químico. Dessa forma, os bis-iminas tiazólicos (Figura 7) são 

considerados uma opção promissora para o desenvolvimento de sensores voltados para a 

determinação de metais. Acredita-se que a estrutura dos bis-iminas tiazólicos favoreça a 

formação de complexos metálicos, incluindo com Pb²⁺, podendo exibir intensidades de 

fluorescência significativas [25]. Diante disso, a investigação do uso dessas moléculas para a 

quantificação seletiva de íons Pb²⁺ é de grande interesse. Vale destacar que essa classe de 

moléculas já demonstrou sua relevância em outras aplicações, sendo relatada na literatura para 

uso em catálise e aplicações biológicas, como atividade anticancerígena e antibacteriana 

[27,37,38]. 

 

Figura 6. Estrutura geral de alguns heterociclos, iminas e tiazol bis-iminas. 

 

Fonte: autoria própria.  
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2. MÉTODO EXPERIMENTAL  

2.1. Reagentes e amostra  

 As soluções dos íons metálicos Pb²⁺, Ba²⁺, Ca²⁺, Cd²⁺, Al³⁺, Cr³⁺, Fe²⁺, Cu²⁺, Fe³⁺, Hg²⁺ 

e Mn²⁺ foram preparadas utilizando reagentes analíticos de alta pureza, na forma de sais de 

nitrato ou cloreto, para obter concentrações de 1,25 × 10⁻³ mol L⁻¹ para cada um. As soluções 

foram preparadas com água deionizada proveniente do sistema Milli-Q® (Millipore, Bedford, 

MA, EUA), com resistividade (ρ) superior a 18,0 MΩ cm. Uma solução estoque de 1000 mg 

L⁻¹ de Pb²⁺ em água deionizada foi preparada. 

As soluções das diferentes bis-iminas tiazólicas (Tn) foram obtidas dissolvendo-se 0,10 

g de cada Tn em etanol, resultando nas concentrações de 1,25 × 10⁻⁴ mol L⁻¹ (T1), 1,02 × 10⁻⁴ 

mol L⁻¹ (T2) e 1,14 × 10⁻⁴ mol L⁻¹ (T3), respectivamente. As soluções tampão fosfato 0,2 mol 

L⁻¹ foram preparadas dissolvendo-se Na₂HPO₄·7H₂O e NaH₂PO₄·4H₂O em água deionizada. O 

ajuste de pH foi realizado por meio da adição de pequenas alíquotas de soluções de NaOH e/ou 

HCl 1 mol L⁻¹. 

 Amostras de cachaça (destilado brasileiro) e água mineral foram adquiridas em um 

supermercado de Viçosa, Minas Gerais, Brasil. Amostras de água da torneira e de lagoa foram 

coletadas na Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, Minas Gerais, Brasil (20º46’06”S, 

42º52’17.0”W). A urina sintética foi sintetizada conforme descrito por Ravazzi et al. [39]. As 

amostras de urina e saliva foram armazenadas em refrigerador para preservação de suas 

propriedades. 

As amostras de solo G1, G2 e G3 foram coletadas na cidade de Sete Lagoas, Minas Gerais, 

Brasil (19°28’11,74”S / 44°10’57,02”W), sendo compostas por uma mistura de latossolo 

vermelho e rejeito de mineração. Outra amostra de solo, G4, foi coletada a uma profundidade 

de 20 cm em um depósito de rejeitos de mineração na cidade de Boquira, Bahia, Brasil 

(12º48’50”S, 42º42'32"W). 

O preparo das amostras de solo seguiu o método EPA 3051A (USEPA), no qual 0,5 g 

da amostra moída e peneirada (200 mesh) foi submetida à digestão com adição de 9 mL de 

HNO₃ e 3 mL de HCl em tubo de Teflon, levada a um forno de digestão (Anton Paar, Multiwave 

3000) com uma taxa de aquecimento de 8 minutos até atingir 175 ºC, sendo mantida nessa 

temperatura por 4 minutos (USEPA, 1998). O método EPA 3051A descreve um procedimento 

experimental eficaz denominado Resource Conservation and Recovery Act (RCRA), útil para 

análises precisas e exatas de metais em amostras de solo [40]. Após a digestão, o extrato foi 

coletado, filtrado (filtro de papel de 0,45 μm) e transferido para um balão volumétrico de 50 
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mL, completando-se o volume com água deionizada. Por fim, os extratos foram armazenados 

em frascos de polietileno a temperatura inferior a 4 °C. Para fins de comparação e avaliação da 

eficiência do método desenvolvido, utilizou-se um espectrofotômetro de absorção atômica 

modelo 240 FS AA da Agilent Technologies. 

 

2.2. Preparação de amostras 

Para as amostras de água de lagoa, foram utilizada uma simples filtragem para remover 

quaisquer sólidos suspensos. Para as demais amostras, não foi necessário nenhum preparo 

adicional. Ao preparar as soluções, o volume correspondente à concentração desejada do íon 

metálico foi adicionado a um balão volumétrico, e o balão foi preenchido com a amostra de 

interesse. Por exemplo, para uma água com concentração de 0,509 mg L-1, o volume 

correspondente da solução estoque de Pb²⁺ foi adicionado, e o balão foi completado com água 

mineral até o menisco. Após homogeneização, a solução foi transferida para um frasco e 

rotulada. Após a preparação de todas as soluções de amostra, as leituras foram realizadas no 

FAAS. 

Para a produção de urina sintética, utilizou-se a metodologia descrita por Ravazzi et al. 

[39], que consiste na adição de 2920 mg L-1 de NaCl, 1600 mg L-1 de KCl, 1080 mg L-1 de 

CaCl₂·2H₂O, 2240 mg L-1 de Na₂SO₄, 1400 mg L-1 de KH₂PO₄, 1000 mg L-1 de NH₄Cl, 2500 

mg L-1 de ureia e 1080 mg L-1 de creatinina em um volume final de 250 mL. 

Para a produção de saliva sintética, utilizou-se a metodologia descrita, onde foram 

adicionados 3120 mg L-1 de NaH₂PO₄·H₂O, 2000 mg L-1 de NaCl, 2000 mg L-1 de KCl, 3180 

mg L-1 de CaCl₂·H₂O, 20 mg L-1 de Na₂S·H₂O, 1200 mg L-1 de (NH₄)₂SO₄, 20 mg L-1 de ácido 

cítrico, 400 mg L-1 de NaHCO₃ e 4000 mg L-1 de ureia em um volume final de 250 mL. 

2.3. Caracterizações 

2.3.1. Luminescência  

Os espectros de fluorescência foram coletados utilizando o espectrofotômetro de 

fluorescência AvaSpec-2048L (Avantes, Netherlands), equipado com um detector CCD de 

matriz linear. O instrumento oferece uma resolução de 0,06 nm a 20 nm, um tempo de 

integração de 3 s e uma velocidade de varredura de 136,53 nm s-1. Uma cubeta de quartzo com 

quatro lados polidos e um caminho ótico de 1,0 cm foi utilizada para essa análise. A varredura 



42 

 

 

foi realizada com um tempo de integração de 3 s e um tempo de ciclo de 3000 ms, com 3 

medições realizadas por ciclo. Foi utilizado um detector CCD, modelo Sony ILX5111, com 

2048 pixels e largura de fenda de 14x200 μm, juntamente com uma fibra óptica de 6,5 mm de 

diâmetro. A resolução utilizada variou de 0,06 a 20 nm para uma taxa de varredura de 136,53 

nm s-1. O pH foi monitorado utilizando um medidor de pH de bancada (Mettler Toledo, EUA) 

com um eletrodo de vidro combinado com um eletrodo de referência Ag/AgCl com KCl 3,0 

mol L-1. 

2.3.2. Espectrometria de UV-Vis  

Os espectros de absorção UV-Vis foram obtidos utilizando o espectrofotômetro UV-Vis 

(UV5100, China Continental), variando de 250 a 700 nm. Para a espectrofluorometria e 

espectrometria UV-Vis, foram usadas 4 mL de amostras.  

2.3.3. Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier  

As análises de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-

ATR) foram realizadas diretamente em 30 mg da amostra utilizando o espectrofotômetro de 

infravermelho VARIAN 660-IR com um acessório de reflexão total atenuada PIKE GladiATR, 

na faixa de 400 a 4000 cm-1.  

2.3.4. Espectrometria de massa  

Espectros de massas (MS) foram adquiridos por inserção direta, utilizando o 

espectrômetro de massas (SHIMADZU) modelo GCMS-QP2010, operando a uma temperatura 

de 25 °C na interface e 300 °C na fonte de íons por 10 minutos. Para essas análises, 1 mg de 

cada uma das amostras foi inserido diretamente no MS, com a ajuda de uma sonda. Os valores 

de m/z foram registrados na faixa de 35 – 500 m/z. Para as análises de Ressonância Magnética 

Nuclear de Hidrogênio e Carbono (1H e 13C NMR), 30 mg de amostra foram dissolvidos em 

600 µL de DMSO‑d6 ou CDCl3. Os espectros foram obtidos utilizando o espectrômetro Varian 

Mercury de 300 MHz (300 MHz para 1H e 75 MHz para 13C). 

 

2.4. Síntese de tiocarbazida 

 Usando o funil de adição, foi vertido dissulfeto de carbono (1 mL) em uma solução de 

hidrazina (3,3 mL) em água (10 mL), contida em um balão de fundo redondo de 25 mL. O 

dissulfeto de carbono e a hidrazina foram manuseados com segurança em uma cabine de 
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exaustão, utilizando máscaras, óculos e luvas apropriadas. A mistura foi agitada por 1 hora. Ao 

final desse período, a mistura foi aquecida em refluxo por 2 horas. Posteriormente, permitiu-se 

que a mistura esfriasse à temperatura ambiente, e foi observada a formação de um precipitado 

amarelo; este foi filtrado a vácuo e lavado com etanol frio [41]. 

 

2.5. Dados espectroscópicos da tiocarbohidrazina  

 Os espectros de infravermelho e de massas estão da tiocarbohidrazina são apresentados 

na Figura 8, Figura 9, Figura 10 e Figura 11. A tiocarbohidrazina formada por cristais brancos, 

apresentou rendimento 56%. Ponto de fusão (p.f.) entre 171,1 – 172,5 °C. O espectro 

infravermelho apresenta bandas intensas e características em (cm-1) 𝑣̅max: 3271, 3172, 2964, 

1630, 1529, 1488, 1285, 1006, Figura 2.  Foi determinado a abundância no espectro de massas 

apresentando razão carga/massa (m/z) de 106 (100, Mþ), 75 (30), 60 (40), Figura 3. Os espectros 

de RMN, Figura 4, são determinados para 1H RMN (DMSO‑d6) δ 8.37 (s, 2H), 5.63 (s, 4H) e 
13C RMN (DMSO‑d6) δ 181.8. 
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Figura 7. Espectro infravermelho (FT-IR) da tiocarbohidrazina. 

 

Fonte: BARROS, 2021. 
Figura 8. Espectro de massa (IE, 70 eV) da tiocarbohidrazina. 
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Figura 9.  Espectro RMN de 1H  (300 MHz; DMSO-d6; δDMSO 2.49) da tiocarbohidrazina. 

 

Fonte: Barros, 2021. 

Figura 10. Espectro RMN de 13C (75 MHz; DMSO-d6; δDMSO 39.5) da tiocarbohidrazina. 

 

Fonte: Barros, 2021. 
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2.6. Síntese de bis-iminas tiazol  

 

As bis-iminas de tiazol foram sintetizadas utilizando uma metodologia verde por meio 

de uma reação multicomponente em um one-pot [42–44] Inicialmente, um tubo de vidro Pyrex 

de 10 mL foi carregado com tioacarbazida (0,5 mmol), 2-bromoacetofenona (0,75 mmol), um 

aldeído aromático (1,0 mmol), ácido acético 20% molar e etanol (4 mL). Este tubo selado foi 

colocado na cavidade do reator de micro-ondas (CEM Discovery) com potência máxima de 50 

W. A mistura de reação foi aquecida a 40 ºC por 30 minutos (Figura 12). Ao final da reação, a 

mistura foi resfriada em um banho de gelo, resultando na formação de um precipitado. Este 

precipitado foi centrifugado, e o sólido foi lavado com etanol frio (3 x 4 mL). O sobrenadante 

foi deixado na geladeira para uma nova precipitação, e esse processo foi repetido duas vezes. 

Subsequentemente, todo o precipitado foi purificado por recristalização em etanol, depois 

filtrado a vácuo e lavado com etanol frio. As bis-iminas de tiazol T1, T2 e T3 (Figura 13) foram 

sintetizadas a partir de 2-hidroxibenzaldeído, 2-cianobenzaldeído e 2-nitrobenzaldeído, 

respectivamente. 

Os aldeídos meta-substituídos por átomos eletronegativos foram selecionados porque 

esses grupos meta aumentam o potencial das moléculas para serem usadas como sondas 

fluorescentes, como foi relatado por Berhanu et al. 2019 [36]. Isso ocorre porque grupos nessa 

posição geram complexos com anéis de 5/6 membros, que são mais estáveis [43,44]. 

 

Figura 11. Síntese das bis-iminas tiazóis T1, T2 e T3. 

 

Fonte: autoria própria.  
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Figura 12. Moléculas sintetizadas e denominadas T1, T2 e T3. 

 

Fonte: autoria própria. 

 

2.7. Dados espectroscópicos das bis-iminas tiazol 

 Os espectros de caracterização estão apresentados no anexo I, incluindo o espectro de 

Infravermelho, espectro de massas, espectro de 1H NMR (300 MHz) e espectro de 13C NMR 

(75 MHz). Todos esses espectros foram utilizados para a caracterização do composto T1 (N-(2-

hidroxibenzilidene)-2-((2-hidroxibenzilidene)hidrazono)-4-fenil-tiazol-3(2H)-amina) (Figura 

20, Figura 21, Figura 22 e Figura 23, anexo I), T2 (N-(2-cianobenzilidene)-2-((2-

cianobenzilidene)hidrazono)-4-fenil-tiazol-3(2H)-amina) (Figura 24, Figura 25, Figura 26 e 

Figura 27, anexo I), e T3 (N-(2-nitrobenzilidene)-2-((2-nitrobenzilidene)hidrazono)-4-fenil-

tiazol-3(2H)-amina) (Figura 28, Figura 29, Figura 30 e Figura 31, anexo I). 

 

T1: Caracterização: 

Sólido amarelo, rendimento 51%. P.f. 166,2 – 168,0 ºC. λmax: 220 nm. IV (cm-1) 𝑣̅max: 642, 680, 

717, 747, 954, 1274, 1523, 1605 (Figura 25). GC-MS (m/z) (abundância %): 414 (45, M+), 295 

(40), 121 (53), 44 (100) (Figura 26). RMN 1H (CDCl3): δ 6,18 (1H, s), 6.85 (1H, d, J = 8.3 Hz), 

6,91 – 6,98 (2H, m), 7,05 (1H, d, J = 8.2 Hz), 7,28 – 7,40 (4H, m), 7,46 – 7,53 (5H, m), 8,57 

(1H, s), 9,72, 10,35 (1H, s), 11,15 (1H, s) (Figura 27). RMN 13C (CDCl3): δ 98,9, 16,8, 117,2, 

117,8, 118,4, 119,5, 119,5, 128,8, 129,1, 129,7, 131,7, 131,2, 132,4, 132,3, 141,0, 157,7, 157,5, 

158,2, 158,9, 164,1. (Figura 28). 

 

T2: Caracterização: 

Espectro de Infravermelho (FT-IR) (Figura 29), Espectro de massas (Figura 30), espectro de 

RMN 1H (300 MHz) (Figura 31), e espectro de RMN 13C (75 MHz) (Figura 32).  

Sólido vermelho, rendimento 42%. P.f. 155,4 – 156,8 ºC. λmax: 234 nm. IV (cm-1) 𝑣̅max: 694, 

761, 940, 1263, 1445, 1512, 1608, 2221, 3065 (Figura 29). GC-MS (m/z) (abundância %): 432 

(60, M+), 303 (54), 134 (51), 129 (100) (Figura 30). RMN 1H (CDCl3): δ 6.24 (1H, s), 7,40 – 
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7,48 (5H, m), 7,48 –7,57 (3H, m), 7,59 – 7,74 (3H, m), 7,79 – 7,83 (1H, m), 7,99 – 8,03 (1H, 

m), 8,79 (1H, s), 10,92 (1H, s) (Figura 31). RMN 13C (CDCl3): δ 101,1, 111,1, 113,3, 117,3, 

117,8, 125,8, 128,2, 128,8, 129,1, 129,5, 129,7, 130,3, 131,3, 132,7, 132,8, 133,1, 134,1, 137,5, 

138,5, 141,3, 149,9, 151,8, 167,5. (Figura 32). 

 

T3: Caracterização: 

Espectro de Infravermelho (FT-IR) (Figura 33), Espectro de massa (Figura 34), Espectro de 

RMN 1H (300 MHz) (Figura 35), e espectro RMN de 13C (75 MHz) (Figura 36).  

Sólido laranja, rendimento 51%. P.f. 148.4 – 149.9 ºC. λmax: 221 nm. IV (cm-1) 𝑣̅max: 694, 743, 

843, 932, 1129, 1244, 1341, 1516, 2916, 2964 (Figura 33). GC-MS (m/z) (abundância %): 472 

(20, M+), 134 (100), 104 (92), 77 (63) (Figura 34). RMN de 1H (CDCl3): δ 6,21 (1H, s), 7,41 – 

7,45 (3H, m), 7,49 – 7,56 (5H, m), 7,63 – 7,68 (1H, m), 7,81 – 7,86 (1H, m), 7,96 – 8,04 (2H, 

m), 8,20 – 8,23 (1H, m), 8,9 (1H, s), 10,87 (1H, s) (Figura 35). RMN de 13C (CDCl3): δ 100,6, 

124,6, 124,8, 126,1, 128,0, 128,1, 128,9, 129,2, 129,5, 129,7, 129,9, 130,4, 131,1, 132,9, 133,2, 

141,3, 148,4, 148,7, 150,0, 150,4, 167,2 (Figura 36). 

 

2.8. Estudos da bis imina tiazol T1, T2 e T3 para uso como sonda fluorescente 

Os espectros de absorção foram obtidos para as bis-iminas tiazol T1, T2 e T3 nas 

concentrações de 1,25×10⁻⁴ mol L-1, 1,02×10⁻⁴ mol L-1 e 1,14×10⁻⁴ mol L-1, respectivamente 

(Figura 14). A bis-imina tiazol T1 apresentou duas bandas de absorção em 328 nm e 396 nm, 

enquanto o bis-imina tiazol T2 também exibiu duas bandas de absorção, uma em 351 nm e outra 

em 426 nm. Por outro lado, a bis-imina tiazol T3 apresentou comprimentos de onda com 

absorbância máxima em λmax = 214 nm e 350 nm. 

As moléculas apresentaram absorção máxima na faixa de comprimento de onda entre 

200 e 500 nm, característica das transições eletrônicas π → π*, que são comuns para os grupos 

C=C e C=N presentes nas três moléculas. Além disso, na faixa de comprimento de onda entre 

250 e 600 nm, observa-se uma interação proibida entre os orbitais n → π*, envolvendo um par 

de elétrons não ligantes e um orbital anti-ligante. Essa interação é característica das transições 

eletrônicas em compostos orgânicos, como aqueles que contêm os grupos C=N, N=N e N=O, 

sendo este último presente apenas na molécula T3 [50]. O diagrama de energia referente a 

absorção molecular pode ser encontrado no anexo I, Figura 24. 
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Figura 13. Espectros de absorção das moléculas T1 (linha preta), T2 (linha vermelha) e T3 
(linha azul) obtidos por espectroscopia UV-VIS. 
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Fonte: autoria própria 

2.9. Estudo da seletividade, pH e interferentes 

 

O pH desempenha um papel crucial nas reações de complexação; assim, a reação foi 

analisada com o pH da solução variando de 3,0 a 10,0, utilizando uma solução tampão de 0,2 

mol L⁻¹. Para acidificar o meio, foi utilizado HCl 1,0 mol L⁻¹, e para alcalinização, NaOH 1 

mol L⁻¹. A determinação dos valores de pH foi realizada com um pHmetro de bancada da 

Mettler Toledo (EUA), equipado com um eletrodo de vidro combinado. 

Consequentemente, o comportamento do ligante com os metais foi estudado em cada 

valor de pH, em uma proporção de 1:1 entre os bis-iminas tiazol (4×10⁻⁵ mol L⁻¹ T3) e os íons 

metálicos: Pb²⁺, Ba²⁺, Ca²⁺, Cd²⁺, Al³⁺, Cr³⁺, Fe²⁺, Cu²⁺, Fe³⁺, Hg²⁺ e Mn²⁺. O método apresentado 

pode sofrer interferências em sistemas líquidos e sólidos, destacando a importância de 

considerar esses fatores para garantir sua aplicabilidade e precisão [30]. 

Portanto, foi realizada uma análise para identificar metais que pudessem afetar os 

resultados. O comportamento do ligante (2,51×10⁻⁵ mol L⁻¹ T3) com Pb²⁺ foi estudado na 

presença de outros metais, a fim de verificar possíveis interferências no sinal analítico. As 

reações foram conduzidas no pH ótimo de complexação, mantendo uma razão molar de 1:1 
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entre o analito/interferente para Pb²⁺ com os íons Ba²⁺, Ca²⁺, Cd²⁺, Al³⁺, Cr³⁺, Fe²⁺, Cu²⁺, Fe³⁺, 

Hg²⁺ e Mn²⁺. 

 

2.10.  Otimização das condições de reação 

 

Foram realizadas otimizações em determinadas condições de reação que podem 

impactar significativamente a resposta analítica deste novo método fluorimétrico. Os 

parâmetros analisados incluem tempo de reação, força iônica, concentração do bis-imina tiazol 

T3 e estabilidade da luminescência da molécula, Tabela 3. Essas otimizações tiveram como 

objetivo aprimorar a precisão e a exatidão do método, proporcionando resultados mais 

confiáveis e consistentes. 

 

Tabela 3. Parâmetros avaliados, seu intervalo e impacto na resposta analítica. 
Parâmetros Intervalo Resposta analítica  

Tempo de reação 0 – 60 min Tempo de resposta ótimo 

Força iônica 0 – 1 molL-1 de NaCl Mudança na estabilidade 

Concentração da T3 1,14x10-6 – 8,33x10-6 mol L-1 Variação da fotoluminescência 

Estabilidade luminescente 

de T3 
0 – 60 min Mudança na estabilidade 

Fonte: autoria própria. 

 

2.11.  Detecção de Fluorescência de Pb2+ utilizando T3 

Para a determinação dos íons Pb²⁺, foram adicionados 30 μL de bis-imina tiazol T3 

(1,26×10⁻⁶ mol L⁻¹) e 680 μL de tampão pH = 3 em uma cubeta. Em seguida, diferentes volumes 

de água, amostra e solução padrão de Pb²⁺ foram introduzidos para alcançar as concentrações 

desejadas, totalizando um volume final de 3000 μL. Este estudo foi conduzido sob condições 

otimizadas, com ênfase no uso mínimo de reagentes, contribuindo para a minimização de 

resíduos gerados. Os espectros foram registrados em um comprimento de onda de emissão de 

455 nm. O método fluorimétrico utilizou um monocromador após a fonte de radiação, 

permitindo selecionar manualmente o comprimento de onda de emissão. O comprimento de 

onda foi ajustado na faixa de 300 a 650 nm, com resolução de 5 nm. A maior intensidade de 
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fluorescência foi identificada em 455 nm, sendo este comprimento de onda selecionado para os 

experimentos subsequentes. 

 

2.12.  Rendimento Quântico  

 

O rendimento quântico, denotado como Ø, é um fator que pode impactar a fluorescência 

de uma molécula, expressando a razão entre a quantidade de luz ou o número de fótons emitidos 

e a quantidade de luz ou o número de fótons absorvidos. Uma maneira de calcular esse valor é 

por meio do método comparativo de Williams, utilizando medições de absorbância. [45] 

Portanto, o rendimento quântico da bis imina tiazol T3 foi medido comparando-o com sulfato 

de quinina diluído em 0,1 mol L-1 de H2SO4, usando a equação 1: ∅ =  ∅𝑅 +  𝐼𝐼𝑅 +  𝐴𝑅𝐴 + 𝜂2𝜂𝑅2                                                                                                                                    (1) 

Onde o subscrito R refere-se aos parâmetros de referência (sulfato de quinina), Ø o 

rendimento quântico de fluorescência da molécula estudada, ∅𝑅 é o rendimento quântico de 

referência (sulfato de quinina). I denoto a intensidade de emissão integrada medida (λ = 455 

nm), enquanto IR refere-se à intensidade de emissão da quinina. A é a densidade óptica (λ = 

350 nm), e AR é a densidade óptica da quinina. η é o índice de refração do solvente utilizado, 

com η = 1,36 (etanol) e 𝜂𝑅 = 1,33. 

 

2.13. Parâmetros analíticos  

 

 O método otimizado foi avaliado utilizando o espectrofotômetro de fluorescência 

AvaSpec-2048L (Avantes, Países Baixos), onde os seguintes parâmetros de desempenho foram 

determinados: linearidade, seletividade, limite de detecção (LD), limite de quantificação (LQ), 

precisão intermediária, precisão intra-dia e exatidão, seguindo os padrões da ANVISA de 2017 

[46]. Estudos de recuperação foram realizados em três níveis de concentração da curva analítica 

(1, 5, e 9 μg L-1) para avaliar a exatidão do método. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Luminescência das moléculas 

 A partir da solução estoque das bis iminas tiazol, foram realizados testes de 

fluorescência para determinar as longitudes de onda de emissão, λEMS, e comprimento de onda 

de excitação, λEXC, das moléculas T1, T2 e T3. Inicialmente, foi realizada uma varredura para 

entender o comportamento das moléculas, revelando uma alta luminescência entre 300 e 650 

nm. A varredura variou a longitude de onda em 5 unidades, e a longitude de onda com o maior 

sinal analítico foi selecionada. Os espectros fluorescentes são mostrados na Figura 15, onde a 

molécula T1 tem λEMS = 500 nm e λEXC = 490 nm, T2 λEMS = 485 nm e λEXC = 480 nm e molécula 

T3 λEMS = 455 nm e λEXC = 430 nm. Assim, as longitudes de onda de emissão foram fixadas 

durante todo o estudo. 

Figura 14. Intensidade luminescente das moléculas T1, T2 e T3, no comprimento de onda de 
excitação de 490, 480 e 430 nm, respectivamente, e comprimento de onda de emissão de 500, 
485 e 455 nm, respectivamente. 
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Fonte: autoria própria.  

 O desvio de Stokes é definido como a diferença entre as máximas longitudes de onda 

de fotoluminescência e absorção [47]. O desvio de Stokes foi calculado para T1, T2 e T3, 

resultando em 10 nm, 5 nm e 25 nm, respectivamente. Esses resultados destacam a importância 

do alto desvio de Stokes observado para a molécula T3, o que pode contribuir para um maior 

rendimento quântico de fluorescência. De maneira geral, fluoróforos exibem um grande desvio 

de Stokes, alto rendimento quântico de fluorescência, conseguem evitar autoabsorção e 
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interferência da luz de excitação, além de melhorar a precisão na detecção fluorescente [48,49]. 

Esses resultados destacam a importância do alto desvio de Stokes observado para a molécula 

T3, o que pode contribuir para um maior rendimento quântico de fluorescência. Em 

comparação, 4-amino-triphenilamina (TPA-Th) sintetizada por Kolcu et al. (2020) [50]  exibiu 

λEMS = 471 nm e λEXC = 320 nm, resultando em um desvio de Stokes de 151 nm, enquanto a 

molécula poli((N,N')-4,4'-(9H-fluoreno-9,9-diyl)bis(N-((9-etil-9H-carbazol-2-

il)metileno)anilina)), P-SB (Kolcu et al. (2023) [51]), exibiu λEMS = 428 nm e λEXC = 340 nm, 

com um desvio de Stokes de 88 nm. Ambas as moléculas possuem estruturas semelhantes às 

bis-imina tiazóis, e seus desvios de Stokes maiores reforçam a relevância do desvio de 25 nm 

observado para T3, embora menor, indicando um potencial aprimoramento nas propriedades 

fotoluminescentes dessa classe de compostos. 

 De acordo com a caracterização por RMN, todas as bis-imina tiazol apresentaram 

comportamento semelhante, e, assim, a discussão foi realizada com a molécula T1. O espectro 

de RMN de 1H da bis-imina tiazol T1 (Figura 27, Anexo I.) mostra um singlete em δ 6,18, 

característico do H da ligação SCH. O dueto em δ 6,85, com J = 8,3 Hz, integrado para um 

hidrogênio, foi atribuído a CH aromático, assim como o multiplete em δ 6,91 – 6,98 integrado 

para dois hidrogênios. O dueto em δ 7,05, com J = 8,2 Hz, integrado para um hidrogênio, refere-

se ao CH aromático. O multiplete em δ 7,28-7,40 para quatro hidrogênios, foi atribuído aos 

hidrogênios CH aromáticos. O multiplete em δ 7,53-7,46, integrado para cinco hidrogênios, foi 

atribuído aos hidrogênios aromáticos da porção da estrutura do acetofenona. Os singletos em δ 

8,57 e 9,72 para os hidrogênios NCH e para os hidrogênios OH, foram observados dois singletos 

em δ 10,35 e 11,15. O espectro de RMN de 13C para T1 (Figura 28, Anexo I) mostram um sinal 

em δ 98,9 que foi atribuído ao carbono CS. Os sinais entre δ 132,3 e 116,8 referem-se a carbonos 

aromáticos. Em δ 141.0 foi observado o sinal do carbono do anel tiazol, da ligação CN. Os 

sinais em δ 157,7 e 157,5 foram atribuídos ao CH das iminas. Em δ 158,2 e 158,9 estão os sinais 

atribuídos ao carbono ligado aos grupos OH e em δ 164,1 o sinal foi atribuído ao carbono ligado 

ao N e S do anel tiazol. 

 

3.2. Seletividade, pH e interferência  

 

 As bis-iminas tiazóis T1, T2, e T3 passaram por um teste de seletividade para os cátions 

metálicos Pb2+, Ba2+, Ca2+, Cd2+, Al3+, Cr3+, Fe2+, Cu2+, Fe3+, Hg2+ e Mn2+, com uma 

concentração de 1,25 x 10-3 mol L-1 para os íons metálicos. Neste estudo, foram adicionados 
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volumes de 600 µL para T1, 60 µL para T2 e T3, 680 µL de solução tampão fosfato (0,2 mol 

L-1), 720 µL da solução contendo os íons metálicos e água deionizada até completar 3000 µL 

em uma cubeta de quartzo com quatro faces polidas, com um tempo de reação de 3 minutos. O 

branco foi calibrado medindo a intensidade fluorescente das moléculas sem o metal, contendo 

apenas o tampão e a água. Observou-se que a precipitação das moléculas ocorre em ambiente 

básico, pH entre 8 e 10. Assim, essa faixa de pH foi desconsiderada para estudos subsequentes, 

e apenas os valores de pH entre 3 e 7 foram analisados, com o pH ajustado utilizando soluções 

tampão. 

 

Figura 15. Estudo de seletividade e pH das moléculas (A) T1 a 1,25 x 10⁻⁴ mol L⁻¹ (B) T2 a 
1,02 x 10⁻⁴ mol L⁻¹ e (C) T3 a 1,14 x 10⁻⁴ mol L⁻¹, tempo de integração de 3s, tempo de reação 
= 3 min, n = 3. Concentrações de íons metálicos de 1,25 x 10⁻³ mol L⁻¹. 
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Fonte: autoria própria. 

A resposta analítica F/F0 >1 na Figura 16(A) indica falta de seletividade, uma vez que 

essa resposta foi observada para todos os metais em cada pH analisado. No entanto, se essa 

resposta tivesse sido observada apenas para um metal específico em um pH particular, como a 

detecção de chumbo, o sensor fluorescente seria seletivo para esse metal. Portanto, a 

seletividade só seria indicada se essa resposta fosse observada exclusivamente para um metal 

específico em um pH particular. 
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Portanto, esta molécula não é ideal para o objetivo do estudo. Por outro lado, a molécula 

T2 apresentou seletividade em pH = 3 e 4 para os íons Fe2+, Fe3+ e Pb2+. No entanto, ao 

considerar a aplicação deste método, é importante observar que pode ocorrer interferência no 

sinal devido à presença de Cr3+ em pH = 3 (F/F0 = 1,07) e Cd2+ em pH = 4 (F/F0 = 1,66). Para 

o íon Cr3+, a supressão do sinal fluorescente é significativamente inferior a 1. Quanto ao Cd2+, 

a razão do sinal é ligeiramente superior a 1, conforme mostrado na Figura 16 (B). 

Na Figura 16 (C), observa-se que, em pH = 3, os íons Pb2+, Fe2+, e Fe3+ apresentam 

razões de intensidade significativamente mais altas em comparação com os outros metais, 

enquanto para os metais restantes, essa razão foi mais baixa ou próxima de 1. Especificamente, 

foram encontrados valores de F/F₀ < 1 para Cr³⁺ (0,77), Hg²⁺ (0,87) e Mn²⁺ (0,88), enquanto as 

razões para os outros metais foram acima de 0,95. Em pH = 4, intensidades superiores a 1 foram 

observadas para os íons Pb2+, Fe2+, Fe3+ e Al3+, destacando o potencial de interferência do 

alumínio e ferro (II) e (III), pois a razão F/F0 foi de 9,9 para Pb2+, 3,5 para Al3+, 5,6 para Fe2+ e 

3,90 para Fe3+. Portanto, a bis imina tiazol T3 foi escolhida para a determinação de Pb2+ em pH 

= 3, devido às razões de intensidade fluorescente excepcionalmente mais altas para o chumbo 

em comparação com os outros metais neste valor de pH. 

Com base nos resultados de interferência apresentados na Figura 16 para a bis imina 

tiazol T3 na presença de diferentes cátions metálicos, é evidente que há potenciais interferentes. 

Em vista disso, foi realizado um estudo utilizando uma razão molar de 1:1 entre Pb2+ e os íons 

Ba2+, Ca2+, Cd2+, Al3+, Cr3+, Fe2+, Cu2+, Fe3+, Hg2+ e Mn2+. O erro relativo (%), foi calculado 

pela equação 2: 

 

Er (%) =   (  𝐹𝑃𝑏+𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒− 𝐹𝑃𝑏𝐹𝑃𝑏  ) x 100%                                                                                            (2) 

 

Com base nos resultados, pode-se concluir que Mn2+ e Fe3+ são potenciais interferentes 

na determinação de Pb2+, pois apresentaram erro relativo superior a ± 10% (Tabela 4). Como 

destacado na Figura 3(C) a pH 3, observa-se uma interferência notável de Fe2+ e uma 

interferência de Fe3+ na quantificação de chumbo. No entanto, ao investigar o efeito do ferro na 

presença de chumbo em uma razão 1:1, os valores associados ao erro relativo (Tabela 4) foram 

mais elevados para Fe3+ do que para Fe2+. Em outras palavras, os resultados revelaram uma 

divergência em relação à seletividade [51]. No entanto, como forma de contornar o problema, 

a interferência de Fe3+ pode ser minimizada pela adição de 100 μL de ácido ascórbico (10-2 mol 

L-1) (a interferência, que inicialmente era -18,3, foi reduzida para -0,8). 
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Tabela 4. Estudo de interferência na determinação de Pb2+ (n = 3) com a moléculaT3 em pH 3. 
Interferente Razão Pb2+: Interferente Erro Relativo (%) 

Cu2+ 1:1 -3,7 
Ba2+ 1:1 -7,0 
Ca2+ 1:1 -5,0 
Cd2+ 1:1 4,9 
Cr3+ 1:1 3,5 
Al3+ 1:1 8,3 
Hg2+ 1:1 5,0 
Mn2+ 1:1 -16 
Fe2+ 1:1 5,7 
Fe3+ 1:1 -18 

Fe3+ com ácido ascórbico 1:1 -0,80 
Fonte: autoria própria. 

 

3.3. Estudo da estabilidade da luminescência de T3  

O teste de estabilidade da luminescência da bis imina tiazol T3 foi realizado, mantendo-

a irradiada (λEM = 455 nm) por 60 minutos. Para isso, 60 μL de T3 (1,25 x 10⁻⁴ mol L⁻¹), 680 

μL de tampão fosfato 0,2 mol L⁻¹ e 2260 μL de água destilada foram adicionados a uma cubeta 

de quartzo. A cubeta foi mantida no fluorímetro durante os experimentos, utilizando uma fonte 

de radiação xenônio pulsada (AvaLigth-Xe; Avantes). A Figura 17 mostra a resposta da 

molécula ao longo do tempo, onde se observa que a bis imina tiazol T3 foi capaz de manter sua 

capacidade fotoluminescente por 1 hora, com uma pequena perda significativa, cerca de 8% 

após 1 hora. 

A perda de fotoluminescência para um tempo próximo a 60 min foi observada na ausência 

do metal de interesse, Pb(II). As bis-iminas tiazóis, como a molécula T3, podem apresentar 

variações na fotoluminescência que podem ser atribuídas a mudanças no pH, à presença de 

oxidantes como o oxigênio, e à presença de íons metálicos e outros interferentes no meio 

reacional [52].  
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Figura 16. Intensidade luminescente para T3 com comprimento de onda de emissão em 455 
nm em função do tempo em minutos, em pH 3 (n =3). 
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Fonte: autoria própria. 
 

3.4. Eficiência Quântica   

O rendimento quântico foi medido por comparação com o composto de referência 

sulfato de quinina, utilizando a equação 1 para cálculo. A concentração utilizada foi de 2 mg L-

1 tanto para o sulfato de quinina quanto para T3. O resultado obtido foi um rendimento quântico 

de 3,23%, em comparação com o rendimento de eficiência de 0,546 para a quinina em uma 

solução de H2SO4 0,1 mol L-1. Esse resultado sugere que a molécula T3 tem uma eficiência 

quântica inferior à da quinina nas mesmas condições, visto que a eficiência do sulfato de quinina 

é bem estabelecida. No entanto, para fins analíticos, o rendimento quântico obtido foi 

satisfatório, como pode ser visto pelo baixo limite de detecção alcançado. 

 

3.5. Estudo do tempo de reação  

Em uma cubeta de quartzo, foram adicionados 60 µL da bis imina tiazol T3 (1,25x10⁻⁴ 

mol L⁻¹), 680 µL de tampão fosfato 0,2 mol L⁻¹ com pH 3, 1540 µL de água e 720 µL do íon 

metálico Pb²⁺ a uma concentração de 1,25x10⁻³ mol L⁻¹. Em seguida, a amostra foi irradiada 

por um intervalo de 1 a 60 minutos, com variação de 1 minuto entre as leituras. Os resultados 

são mostrados na Figura 18. Com o tempo, o sinal de intensidade foi forte, exibindo uma razão 

entre as intensidades fluorescentes (F (molécula com metal) / F₀ (somente molécula)) maior que 
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1, permanecendo igual ou aproximadamente 4 durante todo o período. O ponto de 3 minutos 

foi escolhido, pois a razão F/F₀ foi a mais intensa, e após esse tempo, a razão não sofreu 

mudanças consideráveis. 

 

Figura 17. Diferença entre as intensidades fluorescentes da bis imina tiazol T3 na presença de 
Pb²⁺ (1,25 x 10⁻³ mol L⁻¹) com emissão a 455 nm em função do tempo em minutos, pH 3, com 
n = 3. 
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Fonte: autoria própria. 

 

Como pode ser visto na Figura 18, a razão F/F₀ permaneceu consistentemente na faixa 

de 3,98 a 4,44, sempre acima de 1. A análise dos primeiros três minutos resultou nos seguintes 

valores:  

 

• 2 min: F/F₀ = 4,1154 ± 0,057  

• 3 min: F/F₀ = 4,2362 ± 0,061  

 

Para avaliar a significância desses valores ao longo do tempo, métodos estatísticos como 

o teste t de amostras independentes foram utilizados, adotando um nível de significância de p-

valor < 0,05. Os resultados indicaram que não há diferença significativa entre os valores de 2 e 

3 minutos, com um p-valor de 0,0669 (aproximadamente 0,07). Embora não estatisticamente 

significante, a medição aos 3 minutos foi escolhida porque apresentou um valor de F/F₀ mais 

alto, o que pode indicar uma tendência importante para estudos futuros. 
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3.6. Efeito da força iônica na fluorescência de T3 

Um volume fixo da solução de bis-imina tiazol T3 (1,24x10-4 mol L-1) e o tampão de 

pH 3 foram adicionados a uma cubeta de quartzo, variando o volume de água destilada e cloreto 

de sódio. O teste de força iônica foi conduzido utilizando apenas NaCl. Este sal é amplamente 

utilizado na literatura para estudar a fotoluminescência de sondas [53], e, portanto, foi 

selecionado. Além disso, algumas amostras estudadas neste trabalho apresentam alta 

concentração de íons Na+ ou Cl-, como na urina e saliva. Assim, NaCl foi adicionado 

progressivamente, variando de 0 a 1 mol L-1 em incrementos de 0,1 mol L-1. O gráfico (Figura 

19) mostra variações pequenas, mas não significativas, indicando que a intensidade fluorescente 

da bis-imina tiazol T3 não foi afetada pelo aumento da força iônica no meio reacional. Dessa 

forma, a bis-imina tiazol T3 exibiu alta estabilidade durante o estudo de força iônica. 

Como pode ser visto na Figura 19, as variações na concentração de NaCl não afetaram 

significativamente a intensidade de fluorescência da bis-imina tiazol T3, indicando boa 

estabilidade iônica sob essas condições específicas de teste, o que demonstra a robustez do 

método e sua aplicabilidade para diversas condições ambientais e amostras biológicas [53]. 

 

Figura 18. Gráfico de barras da intensidade de fluorescência da bis-imina tiazol T3, sem a 
presença de Pb2+, em função das adições de NaCl 0,1 mol L-1, tempo de reação = 3 min, n = 3. 
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Fonte: autoria própria. 
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3.7. Estudo da concentração de T3 

O efeito da concentração do ligante T3 foi estudado na faixa de 1,14x10⁻⁶ a 8,33x10⁻⁶ 

mol L⁻¹. Para uma concentração de 1,14x10⁻⁶ mol L⁻¹, a resposta analítica foi máxima, e essa 

concentração foi selecionada para os estudos subsequentes (Figura 20). Acima da concentração 

de 5x10⁻⁶ mol L⁻¹, o sinal do equipamento foi saturado, mostrando eficácia limitada para o 

estudo quando o ligante está em excesso e pelo excesso de luz no detector. 

 

Figura 19. Estudo da concentração da molécula T3. 
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Fonte: autoria própria. 

3.8. Reação de determinação estequiométrica T3/Pb2+ 

 Em seguida, a estequiometria da reação entre a molécula de ligante T3 e Pb²⁺ foi 

estudada. Para isso, foi utilizado o gráfico de Job, também conhecido como método das 

variações contínuas. É uma técnica experimental amplamente utilizada na investigação das 

estequiometrias de reações de complexação [52,53]. Para este estudo, foram preparadas 

soluções contendo o metal e o ligante em diferentes proporções com 5,7x10-6 mol. O gráfico de 

Job é apresentado na Figura 21 e ilustra a relação entre a absorbância (sinal analítico) e a fração 

molar do bis-imina tiazol T3, onde XT3 = (nT3) / (nT3 + nPb). Experimentalmente, foi observado 

que o ponto de interseção das duas linhas corresponde a 0,5. Isso indica que a razão 

estequiométrica da reação T3/Pb2+ é 1:1. 
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Figura 20. Método de Job para a determinação da razão estequiométrica de T3-Pb²⁺. 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14

A
bs

or
bâ

nc
ia

Fração molar  / X
T3  

Fonte: autoria própria 

No espectro UV-Vis do ligante T3 (Figura 22), foi observada uma banda de alta 

intensidade com comprimento de onda máximo de absorção em 214 e 350 nm. Após a reação 

de complexação com Pb²⁺ na razão 1:1, o máximo de absorção da banda de 214 nm deslocou-

se para 225 nm, indicando um deslocamento para o vermelho (efeito batocrômico). 

Figura 21. Espectro UV do complexo T3-Pb²⁺ e do T3. 
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Fonte: autoria própria. 
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3.9. Validação do método  

O desempenho analítico foi avaliado sob condições experimentais ótimas. O coeficiente 

de correlação (r) foi 0,9987, e o coeficiente de determinação (R²) foi 0,9965. A curva de 

calibração (Figura 23) apresentou boa linearidade na faixa de trabalho de 0,67 a 10 μg L⁻¹. A 

equação de calibração é dada por F = 204,19[Pb²⁺] + 102,77, onde [Pb²⁺] está em μg L⁻¹ (n = 3) 

e F é a variação na intensidade de emissão. O limite de detecção (LOD) e o limite de 

quantificação (LOQ) foram calculados usando LOD = 3×σ /S e LOQ = 10×σ/S, onde σ é o 

desvio padrão de dez medições em branco, e S é a inclinação da curva analítica. Assim, o LOD 

e o LOQ foram 0,18 e 0,62 μg L⁻¹, respectivamente. A precisão do método proposto foi 

estimada por meio de ensaios de repetibilidade (n = 12) em três níveis de concentração, 

obtendo-se % RSD (Desvio Padrão Relativo) inferior a 5, conforme estabelecido pela AOAC 

[50] para precisão intradia e interdia, conforme mostrado na Tabela 5. 

A leitura do branco (solução de bis-iminas que não contém Pb²⁺) foi realizada e mostrou 

um baixo desvio padrão junto com uma alta inclinação da curva analítica (S) de 204,19 unidades 

arbitrárias/μg L⁻¹ de chumbo, o que resultou em um LOD baixo de 0,18 μg L⁻¹ (ppb). Vários 

fatores podem explicar esse LOD baixo. Um deles é a sensibilidade do método. O 

espectrofluorômetro utilizado possui alta sensibilidade, permitindo a determinação de baixas 

concentrações de chumbo. Além disso, o alto fator de correlação indica uma curva de calibração 

bem definida, e um bom rendimento quântico, o que favorece a quantificação em níveis de 

concentração baixos. 

Tabela 5. Desvio padrão relativo (RSD) em três níveis de concentração (n = 12). 
Concentração 

(μg L-1) 

%RSD 

Intradia Interdia 

0,67 2,00 1,91 

3,00 1,45 2,28 

10,0 1,09 1,46 

Fonte: autoria própria. 
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Figura 22. Espectro de fluorescência em função das concentrações de Pb2+. Inserto: curva de 
calibração linear e linha de melhor ajuste para Pb2+ na faixa de concentração de 0 μg L-1 a 10 
μg L-1  (n = 3). 
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Fonte: autoria própria. 
 

3.10. Determinação de Pb2+ em amostras  

 Estudos de recuperação foram realizados para amostras de água de lagoa, água mineral, 

água da torneira, urina sintética, saliva sintética e solos em três níveis de concentração. Os 

resultados estão mostrados na Tabela 6, e as recuperações obtidas variaram de 83,53% a 

119,10%. Os resultados se mostraram confiáveis e dentro da faixa de 60% a 120% para 

recuperação, de acordo com os padrões da AOAC.  [52] 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, algumas considerações sobre o 

coeficiente de variação (CV) foram destacadas, pois alguns valores de CV ultrapassaram 10% 

para algumas amostras:  

• Água Mineral (CV = 17,48%): A matriz da água mineral é complexa devido à presença 

de diversos minerais que poderiam interferir na análise. No entanto, essa variação foi observada 

apenas na concentração de 5 μg L⁻¹.  

• Água de Lagoa (CV = 17,57% a 5 μg L⁻¹): A variação pode ser justificada pela 

presença de matéria orgânica, que poderia contribuir para a alta variabilidade na recuperação.  
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Tabela 6. Determinação de chumbo em amostras reais utilizando o método proposto, incluindo 
o estudo de recuperação. 

Amostra 
Adicionado / 

μg L-1 
Encontrado / 

μg L-1 
Recuperação (%) 

Água 

Torneira 
1,00 0,83 ± 0,04 83,5 
5,00 5,17 ± 0,16 103,4 
9,00 7,81 ± 0,13 86,8 

Mineral 
1,00 1,14 ± 0,08 114,4 
5,00 4,92 ± 0,86 98,5 
9,00 8,60 ± 0,15 95,6 

Lagoa 
1,00 0,83 ± 0,05 82,9 
5,00 5,18 ± 0,91 103,7 
9,00 10,1 ± 0,29 112,4 

Cachaça  

S1 
1,00 1,04 ± 0,04 103,7 
5,00 5,09 ± 0,33 101,9 
9,00 9,84 ± 0,31 109,3 

S2 
1,00 0,85 ± 0,04 85,6 
5,00 4,60 ± 0,15 92,0 
9,00 9,52 ± 0,16 105,8 

S3 
1,00 0,91 ± 0,04 91,4 
5,00 5,44 ± 0,07 108,9 
9,00 8,94 ± 0,23 99,3 

S4 
1,00 1,07 ± 0,04 107,8 
5,00 4,65 ± 0,08 92,9 
9,00 8,97± 0,09 99,7 

S5 
1,00 1,10 ± 0,04 110,5 
5,00 4,99 ± 0,53 99,9 
9,00 9,08 ± 0,79 100,9 

Urina 
sintética   

U1 2,00 1,98 ± 0,67 99,5 

U2 5,00 5,95 ± 0,55 119,1 
U3 9,00 8,93 ± 0,05 99,2 

Saliva 
Sintética  

AD1 1,00 0,96 ± 0,08 95,9 
AD5 5,00 4,98 ± 0,90 99,7 
AD9 9,00 9,48 ±0,09 105,3 

Solo 

G1 - 1,70 × 105 ± 7,07 - 
G2 - 1,10 × 104 ± 28,99 - 
G3 - 5,00 × 104 ± 2,33 - 
G4 - 9,20 × 104 ± 120,21 - 

 Fonte: autoria própria. 

• Urina Sintética (CV = 33,84% a 2 μg L⁻¹): A alta variabilidade pode ser atribuída a 

vários fatores, como o efeito de uma concentração muito baixa associada a uma matriz sintética 

contendo diversos compostos inorgânicos. Quando comparado a outras concentrações, foram 

encontrados valores de CV mais baixos (9,24% e 0,56% para 5 e 10 μg L⁻¹, respectivamente), 

indicando menos interferências, sugerindo que concentrações mais altas de chumbo podem ter 
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minimizado a variabilidade. Outros fatores a considerar incluem a estabilidade da amostra e as 

técnicas de preparação da amostra.  

• Cachaça (CV = 10,62% a 5 μg L⁻¹): O CV ultrapassou 10% para apenas uma 

concentração e uma marca de cachaça, o que pode ser justificado pela matriz da cachaça, que 

contém compostos orgânicos que poderiam interferir nas medições. 

 

3.11. Comparação com o método de referência para quantificação de Pb2+ 

 

 As amostras de água, urina sintética, saliva sintética e solo foram analisadas pelo método 

de referência (FAAS). Os parâmetros analíticos de ambos os métodos podem ser vistos na 

Tabela 7. Para avaliar a precisão do método proposto, as amostras foram enriquecidas com 

0,509 mg L-1 de Pb2+. As amostras foram diluídas para posterior leitura por espectrometria de 

fluorescência. Os resultados para a determinação de Pb2+ por ambos os métodos estão 

apresentados na Tabela 7. Nessa tabela, foram obtidos valores de erro relativo abaixo de 13%, 

indicando boa precisão do método para algumas amostras. Por isso, foi realizada uma análise 

estatística por teste t pareado, que mostrou não haver diferença significativa entre os métodos. 

O estudo foi conduzido com um nível de confiança de 95% para os grupos de água, saliva e 

solo, apresentando valores de p dentro do intervalo de confiança. 

O método proposto foi mais eficiente na análise de urina em comparação com o método 

de referência, mostrando um erro relativo superior a 10%. Além disso, a recuperação pelo 

método proposto foi de 99%, enquanto pelo FAAS foi de 113%, com o valor de p ficando 

abaixo do nível de confiança estabelecido.  

O alto conteúdo de Ca e Na nas amostras de urina e saliva pode ter causado potenciais 

interferências nos resultados obtidos pelo FAAS, como evidenciado pela observação da chama 

laranja correspondente [54]. Isso reforça a importância de considerar e controlar interferentes 

potenciais na análise de chumbo na urina para garantir a precisão dos resultados. 

Os resultados obtidos nas amostras de solo foram consistentes e mostraram um baixo 

erro relativo, indicando que ambos os métodos foram satisfatórios para a análise. As 

concentrações de chumbo obtidas pelos métodos empregados foram comparáveis, reforçando a 

confiabilidade e precisão das técnicas utilizadas. Isso demonstra que tanto o método proposto 

quanto o método de referência foram eficientes na quantificação de chumbo no solo, 

proporcionando resultados confiáveis e consistentes. 
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Tabela 7. Dados de desempenho dos métodos para comparação na determinação de Pb2+. 

Parâmetros analíticos  
Método   

FAAS Fluorescência  
Faixa de trabalho (μg L-1) - 0,667 - 10,00 
Faixa de trabalho (mg L-1) 0,2 – 2,00 - 

R² 0,9986 0,9900 
Recuperação (%)a 104 - 117 86 -112 

a Para amostras de água, urina sintética e saliva sintética. 

Fonte: autoria própria.  

 

Os dados apresentados na Tabela 8 foram submetidos a um teste t pareado com um nível 

de confiança de 95% (n = 3). As amostras de água mineral, água potável e água da lagoa 

apresentaram um valor maior de t calculado = 1,270. Para as amostras de solo, o valor alto de t 

calculado foi de 0,3800, e para urina sintética e saliva, os valores foram de 20,27 e 3,652, 

respectivamente. Com base nos resultados, a amostra preparada seguindo o método EPA 3051a 

foi muito satisfatória para direcionar bons resultados para ambos os métodos. De fato, esse 

método utilizou diluições para atingir as faixas de trabalho em ambos os métodos, e certamente, 

a diluição para ajustar a concentração das amostras ajuda a explicar o baixo erro relativo 

encontrado. 

 

Tabela 8. Determinação de chumbo em amostras pelo método proposto e pelo método de 
referência. 

Amostras 
Add. / 
 mg L-1  

Método 
| Erro Relativo |  

/ % 

 
FAAS /  
mg L-1 

Fluorescência /  
mg L-1 

p-valor 

Água mineral  0,509 0,529 ± 0,01 0,486 ± 0,05 8,12  

Água da lagoa  0,509 0,558 ± 0,02 0,571 ± 0,29 0,51 33,19 

Água de torneira 0,509 0,562 ± 0,01 0,442 ± 0,13 11,3  

Urina sintética  0,509 0,578 ± 0,01 0,499 ± 0,05 12,7 <0,0001 

Saliva sintética 0,509 0,598 ± 0,01 0,534 ± 0,01 10,6 0,0675 

Solos 

G1 - 1,50 × 105 ± 0,95  1,60 × 105 ± 7,07 6,67 

0,7292 
G2 - 1,17 × 104 ± 0,22 1,10 × 104 ± 28,99 5,98 
G3 - 4,77× 104  ± 0,36 4,55× 104 ± 2,33 4,60 
G4 - 1,02 × 105  ± 3,59 9,50× 104 ± 120,21 6,86 

Fonte: autoria própria. 

 

A determinação de chumbo via espectrofluorimetria foi comparada com metodologias 

semelhantes quanto à faixa de trabalho e limite de detecção (LD), conforme visto na Tabela 9. 
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Tabela 9. Comparação dos resultados do presente estudo com os relatados na literatura. 
Sensor Faixa de trabalho LD Ref. 

aSP-BDDE 1,0 – 80,0 μg L-1 0,062 μg L-1 [55] 
bSPE-BiFE 3,20 – 38,4 μg L-1 0,10 μg L-1 [56] 

Nanotubos de carbono 0,5 – 15,0 μg L-1 0,01 μg L-1 [57] 
cZnS QDs 1036 – 20,72 μg L-1 507,14 μg L-1 [58] 

dGSH-AuNCs@QCM 1036 – 1036x106 μg L-1 1,036 μg L-1 [59] 
eN-CDs 100,01 – 10 000 μg L-1 49,69μg L-1 [60] 
eN-CDs 10 - 10000 μg L-1 5 μg L-1 [61] 

bis-iminas tiazol 0,667 - 10,0 μg L-1 0,18 μg L-1 
Este 

trabalho 
a Eletrodo de diamante dopado com boro impresso em tela. 
b Eletrodo impresso em tela - eletrodo de filme de bismuto. 
c Pontos quânticos de ZnS. 
d Sensor colorimétrico fluorescente com membranas de celulose quaternizada incorporadas a 
nanoclusters (QCM). 
e Pontos de carbono dopados com nitrogênio. 
Fonte: autoria própria a partir das referências 55 a 61. 

 
Com base na comparação dos trabalhos da literatura apresentados na Tabela 7, observa-

se que a faixa de detecção linear do método desenvolvido e seu LD estão entre os menores 

relatados nesta tabela. O método fluorimétrico proposto apresenta LD superior apenas aos 

métodos eletroquímicos, uma vez que é possível realizar uma etapa de pré-concentração. Esse 

procedimento, por vezes, dura de 60 a 300 segundos, e o método proposto é mais rápido em 

comparação a eles, sendo útil para análises in situ, já que o método fluorimétrico pode ser 

realizado in situ utilizando imagem digital baseada em smartphone. [62,63].  Além disso, o 

método é mais simples de ser utilizado, não requerendo o polimento do eletrodo como o SPE-

BiFE e os nanotubos de carbono usados, e assim, o método proposto é mais rápido e apresenta 

um alto rendimento analítico. Adicionalmente, o método proposto apresentou uma faixa linear 

e LD para detecção de Pb2+ exigidos pela Organização Mundial da Saúde, Conselho Nacional 

do Meio Ambiente do Brasil, Agência de Proteção Ambiental para água potável, bebida 

alcoólica cachaça e solos. Assim, o método proposto apresentou desempenho comparável, e às 

vezes melhor, quando comparado a outros relatados na literatura, sendo um bom método 

analítico para aplicações ambientais e de saúde pública. 

 

4. CONCLUSÕES 

Um método eficiente foi desenvolvido para quantificar Pb2+ usando um novo ligante da 

classe das bis-iminas tiazóis, atuando como sensor fluorescente. O método proposto foi 
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aplicado para determinar Pb2+ em água, solos, urina, saliva e cachaça, mostrando-se preciso, 

exato, simples, rápido, com uma boa faixa linear e ajustes de dados. Além disso, a reação 

utilizada para a determinação de Pb2+ é inédita e demonstrou seletividade e sensibilidade para 

este cátion metálico em pH = 3. 

A validação do método, comparando-o com o método de referência (FAAS), confirmou 

sua confiabilidade e provou ser válido para a aplicação do método proposto como uma 

alternativa viável e precisa para a análise de Pb2+ em amostras. Assim, sob condições ótimas, o 

LD foi 0,18 μg L-1 e o LQ foi 0,62 μg L-1, com uma faixa linear de 0,67 a 10 μg L-1. Devido à 

sua natureza rápida, com um tempo de resposta de três minutos, a frequência analítica é de 20 

amostras por hora. O método desenvolvido apresenta vantagens, como alta sensibilidade e baixo 

consumo de reagentes, utilizando moléculas de bis-imina tiazol como sensor, que exibem uma 

boa resposta analítica enquanto são seletivas para o íon metálico. 
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ANEXO I 

 
Figura 23. Diagrama de níveis de energia eletrônico molecular 

 

Fonte: adaptado de Skoog, 2016. 
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Figura 24. Espectro infravermelho para T1. 

Fonte: Barros, 2021. 

Figura 25. Espectro de massa (IE, 70 eV) para T1. 

 

Fonte: Barros, 2021. 
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Figura 26. Espectro de RMN 1H (300 MHz; CDCl3; δCHCl3 7,26) para T1. 

 
Fonte: Barros, 2021. 
Figura 27. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; CDCl3; δCHCl3 77,00) para T1. 

 
Fonte: Barros, 2021. 
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Figura 28. Espectro de infravermelho para T2. 

 

Fonte: Barros, 2021. 

 
Figura 29. Espectro de massa (IE, 70 eV) para T2. 

 

Fonte: Barros, 2021.  
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Figura 30. Espectro de RMN de 1H (300 MHz; CDCl3; δCHCl3 7,26) para T2. 

 

Fonte: Barros, 2021. 

 
Figura 31. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; CDCl3; δCHCl3 77,00) para T2. 

Fonte: Barros, 2021. 
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Figura 32. Espectro de infravermelho para T3. 

 

Fonte: Barros, 2021. 

 

Figura 33. Espectro de massas (IE, 70 eV) para T3. 

 

Fonte: Barros, 2021. 
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Figura 34. Espectro RMN de 1H (300 MHz; CDCl3; δCHCl3 7,26) para T3. 

 

Fonte: Barros, 2021. 

Figura 35. Espectro RMN de 13C NMR (75 MHz; CDCl3; δCHCl3 77,00) para T3. 

 

Fonte: Barros, 2021.  

  



83 

 

 

CÁPITULO III  

 

METÓDOS BASEADOS EM IMAGEM DIGITAL 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A disciplina Química é vista com certo receio pelos estudantes por apresentar alto nível 

de abstração e complexidade [1]. Contudo, seu estudo é essencial para o entendimento de 

fenômenos que ocorrem no cotidiano, como as reações de maturação e decomposição de 

alimentos, do envelhecimento da pele, os princípios de determinam as velocidades de uma 

reação, a composição química e as propriedades de certos materiais, bem como as reações por 

trás das variações climáticas que contribuem para o aquecimento global. Portanto, compreender 

os conceitos fundamentais da Química é de extrema importância para o estudante, podendo ser 

trabalhados de forma mais ilustrativa e eficiente, através de imagens digitais, por exemplo.  

Nos últimos anos, com o desenvolvimento da tecnologia e popularização, a utilização 

de smartphones cresceu, sendo mais acentuada no ano de 2020, em virtude da pandemia 

provocada pelo novo coronavírus (Covid-19), quando grande parte dos serviços foram 

desenvolvidos de forma remota [2]. Assim, parte da população que já utilizava seu celular para 

atividades pessoais, passou também a utilizá-lo para o trabalho e para a educação. Além disso, 

os smartphones têm sido lançados com maior tecnologia, elevadas resoluções de suas câmeras, 

maior capacidade de armazenamento de dados, aplicativos para fins diversos, tornando-o um 

poderoso instrumento analítico de análises químicas qualitativas e quantitativas [3]. 

As primeiras imagens físicas foram desenvolvidas durante o século XIX e XX a partir 

dos experimentos da câmera escura de orifício [4]. Em 1822 com a descoberta química da 

imagem através do químico Louis Jacques Mandé Daguerre, que comercializou o 

daguerreótipo, um instrumento que permitia fixar as imagens projetadas por meio da luz[4], o 

qual foi o pioneiro na imagem colorida e gravação usando as cores vermelho, verde e azul 

[5].Em meados da década de 70 do século XX foi desenvolvido um sensor de imagem que hoje 

conhecemos como sensor CCD (Charged Coupled Device, dispositivo acoplado de carga), fruto 

de um projeto dos físicos Willard Boyle e George Smith, vindo em 2009 a ganhar o prêmio 

Nobel de física pelo invento [6]. Em um sensor CCD os elétrons são gerados após a incidência 

da radiação em sua superfície, em seguida, ocorre a amplificação do sinal, usando um 

amplificador operacional integrado na saída do dispositivo, e logo ocorre a conversão 

analógica/ digital [7]. Com a capacidade da conversão da radiação eletromagnética em sinal 

elétrico, isso culminou como um dos maiores marcos para a revolução da fotografia digital com 

a criação das primeiras câmeras de TV e fotografias digitais. 
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Já o sensor CMOS (Complementary Metal Oxide Semicondutor, óxido de metal 

semicondutor complementar) foi desenvolvido por Erick R. Fossum, que teve o sensor CCD 

como parâmetro para o seu desenvolvimento em meados do final da década de 80 para o início 

da década de 90. Os sensores CMOS têm em cada pixel um circuito constituído de fotodiodos, 

capacitores e transistores interligados. Em 1990 o CMOS teve um grande avanço em torno de 

seu concorrente, CCD, que estavam presentes em todas as máquinas fotográficas, perdendo sua 

hegemonia para o CMOS que apresentavam mais vantagens como o baixo consumo de energia, 

e redução do tamanho do sistema de imageamento, levando a uma revolução na miniaturização 

dos dispositivos, tornando-os compactos e leves [8]. 

O uso de câmeras com sensor CCD e CMOS têm sido introduzido na química analítica 

por diversos motivos, tais como aquisição rápida de sinal, baixo sinal de fundo, devido ao 

controle da radiação espúria e baixo ruído e boa linearidade que é um parâmetro para um 

método analítico é definida como a capacidade de fornecer respostas analíticas diretamente 

proporcionais à concentração do analito [9]. 

Diversos métodos analíticos vêm sendo utilizados e constantemente desenvolvidos 

baseados em reações químicas que produzem produtos coloridos, reações estas que são 

denominadas de reações colorimétricas. Estas reações visíveis ao olho nu podem ser facilmente 

registradas por sensores de webcams, scanners, câmeras digitais, e smartphones, os quais 

atualmente empregam detectores do tipo CMOS. Métodos baseados em imagem digitais (DIB) 

(DIB) é uma ferramenta de custo acessível, rápida, intuitiva e portátil quando comparada aos 

espectrofotômetros convencionais utilizados em laboratórios, podendo ser aplicada nas mais 

diversas áreas [10–13] para quantificação de determinada espécie química de interesse. O 

método DIB visa obter imagens mediante a ocorrência de reações colorimétricas [14] e, mais 

recentemente, através da fluorescência (é a propriedade de emitir fótons ao ser excitado por 

radiação eletromagnética, retornando ao seu estado fundamental sem mudar a orientação de 

spin do elétron excitado) emitida por algumas espécies químicas, entre elas pode-se destacar 

algumas nanopartículas funcionalizadas, como os pontos quânticos de carbono (do inglês 

carbon quantum dotsc, CQD) [10,11,15,16], onde nesse caso, o método é uma extensão do DIB, 

denominado FDIB (do inglês fluorescence Digital Imaging-Based) [10,11,17–20]. 

Os primeiros trabalhos baseados em DIB surgiram em meados do início do século XXI, 

mais precisamente em 2004 com o trabalho do Maleki et al.[21], seguido em 2005 com o 

trabalho de Gaiao et al.[22]. Maleki et al.[21] desenvolveram um modelo de rede neural 

artificial (ANN) para determinação simultânea de íons Al3+ e Fe3+ em ligas usando o reagente 
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cromogênico, cromo azurol S, que reage com os íons Al3+ e Fe3+ para formar complexos 

coloridos solúveis em água. As intensidades da cor dos dois complexos dependem da 

concentração dos íons Al3+ e Fe3+. Para isso, desenvolve-se uma titulação baseada em imagens 

digitais para a determinação da concentração de HCl e H3PO4, bem como o grau de alcalinidade 

em amostras de águas minerais e de torneira, usando uma WebCam de sensor CCD como um 

detector colorimétrico. Neste trabalho vermelho de fenol, verde de bromocresol e alaranjado de 

metila foram usados como indicadores na titulação. Quatro anos depois, em 2009, Lyra et 

al.[23] desenvolveram um método espectrofotométrico de emissão atômica de chama baseado 

em imagem digitais (DIB-FES) para análise quantitativa de lítio, sódio e cálcio em 

antidepressivos, soro fisiológico e água potável de uma estação de tratamento de água (ETA), 

respectivamente. Foi uma das primeiras aplicações de DIB com emissão atômica na literatura. 

No início, o método DIB estava apenas restrito a poucos grupos de pesquisas, uma vez 

que apenas estes grupos detinham o conhecimento para a obtenção de dados de sistemas de 

cores, por meio de uma Engenharia reversa, por transformarem as imagens digitais em dados 

analíticos. Para isso, algoritmos eram desenvolvidos em Delphi, Matlab entre outros [23]. Anos 

depois, com o avanço no desenvolvimento de dispositivos de captura de imagens com maiores 

resoluções, capacidade de processamento de dados, softwares e aplicativos que facilitam a 

obtenção de dados, popularizou-se o uso desse novo método analítico [12,24,25].  

O método DIB padrão, usando uma câmera digital para a captura de uma imagem de 

uma reação colorimétrica, tem como princípio norteador para seu funcionamento o fenômeno 

da reflectância [13,14,25]. diferentemente das técnicas espectrofotométricas tradicionais como, 

por exemplo, Ultravioleta-Visível (UV/Vis) que se baseiam no princípio da transmitância, e por 

fim, sua conversão em absorbância [25,26]. Na reflectância, a medição é realizada através de 

fótons que foram refletidos por um determinado meio parcialmente absorvente. O fenômeno da 

reflexão geralmente ocorre na interface ar-superfície e também na interface parede-solução com 

um ângulo entre a radiação incidente e emitida diferente de 180o (Figura 37A) [27]. Já a 

transmitância, T, é definida como a relação entre a radiação emitida, I, e a radiação incidente, 

I0, com um ângulo de 180o formado entre as duas, de acordo com a Equação 1 (Figura 1B).  

 

T = 
𝐼𝐼0                                                                                                                                       (1) 

 

A absorbância corresponde ao logaritmo decimal negativo da transmitância, de acordo 

com a Equação 2: 
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A = - log T = - log ( 𝐼𝐼0 )                                                                                                         (2) 

Figura 36. A) Emprego do fenômeno da reflectância utilizado pelo método DIB, através da 
captura pela câmera do smartphone da radiação refletida pela amostra e posterior uso do sistema 
RGB para decomposição da imagem e quantificação do analito; B) Empregos do fenômeno da 
transmitância/absorbância utilizando um espectrofotômetro UV-Vis com seus principais 
componentes internos 
 

 
Fonte: autoria própria. 

Contudo, sabe-se que existem uma correlação entre reflectância e absorbância, pois, 

quanto maior for a absorbância de fótons em um meio, menor será sua reflectância. Assim, é 

necessário distinguir os dois processos físicos e usar o termo transmitância e absorbância para 

espectrometria UV-Vis, e reflectância para métodos baseados em imagens digitais, onde a 

simples captura da imagem seja obtida pelo dispositivo [27,28]. O espectrofotômetro é um 

instrumento que mede a quantidade de fótons absorvidos depois que passam pela solução que 
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contém a amostra absorvente determinando sua concentração, de acordo com a medida da 

intensidade da radiação detectada.  

Uma câmera de smartphone posicionada a um ângulo de 180° com a fonte de radiação 

(Figura 37B) pode ser utilizada como detector, nesse caso, seria mais recomendado usar o termo 

transmitância ou absorbância nos dados obtidos, contudo essa configuração precisa ser 

precisamente descrita, caso contrário, será a configuração padrão, onde o dispositivo de captura 

apenas tira uma fotografia do meio reacional colorimétrico, e por consequência, a reflectância 

é o fenômeno medido.   

 
2. Conhecendo um pouco mais sobre imagens e processamento de imagens digitais 

A percepção e interpretação das cores pelo cérebro humano constitui um fenômeno 

ainda não plenamente compreendido. A natureza física da cor é formalmente expressa com base 

em resultados experimentais e teóricos, onde a radiação cromática engloba o espectro de energia 

eletromagnética em uma região que vai de aproximadamente 400 a 700 nm, três valores básicos 

são utilizados para descrever a qualidade de uma fonte de radiação cromática: a radiância, a 

luminância e o brilho [29]. A radiância é a quantidade total de energia que flui da fonte de 

radiação e é medida em watts (W). A luminância, por sua vez, é medida em lumens (lm), que 

mede a quantidade de energia que um observador percebe de uma fonte de luz. Por fim, o brilho 

é um parâmetro subjetivo, que incorpora a noção acromática de intensidade e é um dos 

principais fatores na descrição da sensação de cores [29]. 

O objetivo de um modelo de cores (também chamado de espaço de cores ou sistema de 

cores) é facilitar a especificação das cores em alguma forma padronizada, amplamente aceita 

[23]. Essencialmente, um modelo de cores é uma especificação de um sistema de coordenadas 

e um subespaço dentro desse sistema no qual cada cor é representada por um único ponto. Entre 

os diferentes sistemas de cores mais utilizados estão o RGB (vermelho, verde e azul), o CMYK 

(ciano, magenta, amarelo e cor chave – preto), o CMY (ciano, magenta e amarelo), o HSL 

(matiz, saturação e luminosidade), o HSV (matiz, saturação e brilho) entre outros [23]. 

2.1. Sistema RGB 

O RGB é o sistema de cores mais utilizado devido à sua simplicidade. Nesse, cada cor 

aparece em seus componentes espectrais do vermelho, verde e azul. As intensidades das cores 

geradas são armazenadas em 256 níveis, em uma escala de 0 a 255 para cada canal de cor 

(vermelho, verde e azul), onde a combinação desses três canais leva a um valor de equivalente 
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a (256)3 = 16.777.216 cores, cobrindo todo o espectro eletromagnético visível ao olho humano 

[29]. O valor 0 para todos os canais representa a cor preto, enquanto o valor 255 para todos os 

canais representa a cor branca [14,30,31].  

O modelo RGB também pode ser representado sobre coordenadas cartesianas, onde o 

subespaço de cores de interesse é ilustrado como um cubo (Figura 38A), contendo os valores 

RGB nos três vértices; as cores ciano, magenta e amarelo estão em outros três vértices; o preto 

está na origem; o branco está no vértice mais distante da origem. Nesse modelo, a escala de 

cinza (pontos de valores RGB iguais) estende-se do preto até o branco ao longo do segmento 

de reta que une esses dois pontos. As diferentes cores nesse modelo são pontos no cubo ou 

dentro dele e são definidas por vetores que se estendem a partir da origem. Por conveniência, 

assume-se que todos os valores de cor foram normalizados, de forma que o cubo apresentado 

na Figura 38A é um cubo unitário, isto é, assume-se que todos os valores de R, G e B estejam 

no intervalo [0, 1] [29]. 

 

Figura 37. Representação esquemática do A) cubo para o sistema de cores RGB e do B) prisma 
para o sistema HSV 

 

Fonte: autoria própria. 

2.2. Sistema CMY e CMYK 

A maioria dos dispositivos que depositam pigmentos coloridos sobre o papel, como 

impressoras e copiadoras coloridas, requer dados de entrada nas cores ciano, magenta e amarelo 

(do inglês cyan, magenta and yellow, CMY) ou realizam internamente uma conversão de RGB 
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a CMY. Essa conversão é realizada utilizando a Equação 3, um modelo subtrativo, e assim é 

possível encontrar e definir a cor preto. [𝐶 𝑀 𝑌 ] = [1 1 1 ] - [𝑅 𝐺 𝐵 ]                                                                                                  (3) 

 

A Equação 1 demonstra que a radiação refletida de uma superfície coberta com ciano 

puro, por exemplo, não contém vermelho (uma vez que, C = 1 – R na equação). De forma 

similar, o magenta puro não reflete o verde, e o amarelo puro não reflete o azul [29].  A Equação 

1 também revela que valores de RGB podem ser facilmente obtidos a partir de um conjunto de 

valores CMY subtraindo os valores CMY individuais de 1. Na prática, a combinação dessas 

cores para a impressão produz um preto de aparência turva. Dessa forma, para produzir o 

verdadeiro preto (que é a cor predominante na impressão), uma quarta cor, o preto, é 

adicionada, gerando o modelo de cores CMYK (K, do inglês Key). 

2.3. Sistema HSV 

O modelo HSV é definido pelos parâmetros: matiz (H, hue), saturação (S, saturation) e 

valor (V, value). A Figura 38B mostra uma representação gráfica 3D do sistema HSV no 

formato de uma pirâmide hexagonal derivada do cubo RGB. Os diferentes valores de matizes 

estão representados na parte superior da pirâmide, a saturação é medida ao longo do eixo 

vertical, o qual passa pelo centro da pirâmide. Nessa base hexagonal da pirâmide, cada vértice 

corresponde a uma das cores do sistema RGB ou às cores complementares (ciano, magenta e 

amarelo), sendo o ângulo entre eles de 60o. De acordo com a Figura 38B, o vermelho é dado 

pelo ângulo 0o, o amarelo equivale a 60o e assim por diante. 

A saturação varia de 0 a 1, e corresponde a “pureza” da cor, quanto menor esse valor, 

mais próximo do tom de cinza aparecerá a imagem, quanto maior esse valor, mais “pura” a cor 

será. O valor (brilho) varia de 0 (pico da pirâmide), que representa a cor preto, a 1 (base da 

pirâmide), onde as intensidades das cores são máximas. 

 

3. Aparatos para a captura das imagens digitais 

Para as aplicações envolvendo o método DIB, frequentemente é empregado o uso de 

plataformas de suporte, Spot Test (testes locais ou pontuais), para acomodar a solução contendo 

o analito. Para esta finalidade estas plataformas devem ser construídas à base de materiais 

inertes a fim de evitar reações indesejadas com o analito sob análise e, para isso, materiais como 

papel [32–34], placas cerâmicas [35], microplacas de poliestireno[31] e cubetas de quartzo ou 
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vidro [36] estão entre os materiais mais utilizados. Devido a versatilidade desses materiais e 

suas características, muitas aplicações com DIB têm sido empregadas como novos métodos 

para os clássicos do tipo Spot Test [14,35], Recentemente foi observado o uso de polímeros do 

ácido polilático (PLA) (Polylactic acid) [10,11], um material biodegradável, estando em 

conformidade com a química verde. As plataformas de PLA podem ser obtidas através de 

impressoras 3D por meio de extrusão por filamento fundido, possibilitando construir diferentes 

formas e volumes, moldes customizados, leves, resistentes, além de facilitar a miniaturização e 

sua utilização para análises in situ [10,11]. 

Outro fator que merece destaque é no que se refere à radiação, visto que o 

controle/homogeneização da radiação para a captura da imagem digital é de fundamental 

importância, a fim de evitar a radiação espúria, que é definida como a radiação do instrumento 

que está fora da banda de comprimento de onda nominal escolhida para a determinação [27]. A 

negligência desses cuidados pode acarretar a baixa acurácia e precisão do método 

comprometendo os resultados das análises [37,38]. Assim, para contornar esses inconvenientes, 

faz-se necessário o emprego de câmaras fechadas [11,35], evitando o excesso de radiação e 

sombra proveniente do ambiente. 

Entre os dispositivos utilizados para a captura das imagens digitais, pode-se destacar a 

webcam [22], o scanner [39], a câmera digital [40], e o smartphone [11,41]. Com o 

desenvolvimento tecnológico estes aparelhos apresentaram uma melhora tanto na sua estrutura, 

havendo redução dos seus tamanhos e, por consequência, maior portabilidade, assim como a 

evolução do seu hardware, equiparando-se a microcomputadores com elevada memória interna 

(capacidade de armazenamento de dados) e câmeras de alta resolução, proporcionando o 

emprego desses aparelhos em aplicações espectroscópicas e colorimétricas [42]. 

Um estudo realizado por Benedetti et al.[40]  mostrou que câmeras com diferentes 

qualidades de resolução não comprometem as análises químicas, assim como não dão 

resultados divergentes. Mas deve-se enfatizar que essa diferença de resolução, implica em 

precisões diferentes, na medida que smartphone ou outro dispositivo de captura com câmeras 

de alta resolução favorece uma maior precisão na obtenção dos dados de uma imagem, por gerar 

melhor definição nos pixels analisados, em detrimento de dispositivos com câmeras de baixa 

resolução. 
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4. Aplicativos e softwares para a conversão das imagens em sistema numérico 

A imagem digital pode ser utilizada para diversas áreas, de tal forma que seja necessário 

estudarmos um meio de analisá-la. Para isso podem ser empregado algum software ou 

aplicativo de leitura do RGB (vermelho, verde e azul), HSV (matiz, saturação, brilho), HSI 

(matiz, saturação, intensidade) e o HLS (matiz, luminosidade, saturação), tais como: Color 

Grab, ColorX, PhotoMetrix PRO, PhotoMetrix UVC, ImageJ Software, entre outros. Assim, 

através dos tratamentos necessários é possível determinar a presença e concentração de 

determinados analitos em amostras variadas. 

Figura 38. Vista da tela das interfaces dos softwares (A) ImageJ no ambiente Windows de um 
computador e dos aplicativos (B) PhotoMetrix e (C) ColorGrab em um smartphone 

 

Fonte: autoria própria. 

Cada software citado acima foi desenvolvido com a finalidade de utilizar este recurso 

para trabalhos acadêmicos e/ou profissionais. O software ImageJ (Figura 39A), foi 

desenvolvido por Wayne Rasband (Instituto Nacional de Saúde Mental, Bethesda, 

Maryland/EUA) na linguagem Java, que permite ser executado em qualquer sistema 

operacional como computadores, notebook ou no smartphone [43]. Este pode ser utilizado com 

macros, tem o recurso de adicionar plug-ins e é bem disseminado na literatura [44]. Além disso, 

fornece métodos simplificados de análise de imagem, por ser de código aberto, possui facilidade 

de operação e de compartilhamento [45]. 

O aplicativo PhotoMetrix (Figura 39B) foi desenvolvido por Gilson A. Helfer e 

colaboradores das Universidades de Santa Cruz do Sul, Luterana do Brasil e Federal do Rio 

Grande do Sul, Brasil, para plataformas Windows Mobile, iOS e Android, utilizando linguagem 

C# e Java. O aplicativo está disponível na Play Store ou Apple Store de forma gratuita, e 
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instruções de uso [46].  As imagens podem ser adquiridas pela câmera do celular (versão 

PhotoMetrix PRO®) ou por uma câmera externa acoplada no celular (versão PhotoMetrix 

UVC), nas duas versões é possível realizar a calibração univariada e multivariada por mínimos 

quadrados parciais [24,47], medir os valores de RGB e as outras formas já mencionados. 

O software ColorX foi desenvolvido por Silvija Sǎfranko e colaboradores da 

Universidade de Osijek (Croácia) e Faculdade de Tecnologia de Alimentos Osijek (Croácia) 

para coleta e análise dados através do algoritmo criado a partir dos valores de RGB. Esse 

software foi elaborado utilizando linguagem de programação Visual Basic (baseado em 

Windows), possui interface gráfica de fácil entendimento, permite a importação de imagens do 

celular ou aquisição de uma imagem a partir de uma câmera digital conectada via USB [48]. O 

aplicativo ColorGrab (Figura 39C) foi elaborado pela Equipe Loomatix (2012). Este pode ser 

utilizado para obter os canais RGB, HSV, HEX, entre outros, em tempo real, reconhece as cores 

e possui uma versão de acessibilidade, em que é possível ouvir o que é feito. Está disponível 

para softwares Android, onde é possível exportar para outros aplicativos e importar da sua 

galeria para analisar os canais RGB [49].  

Em geral, estes softwares/aplicativos vieram para facilitar o trabalho do analista, 

permitindo controlar e interpretar os resultados obtidos, além de serem de fácil operação, 

gratuita e de resposta rápida.  

4.1. Aquisição e tratamento dos dados do DIB 

Para a construção das curvas analíticas a fim de determinar a concentração do analito 

de interesse, faz-se necessário lançar mão de ferramentas matemáticas que correlacione os 

valores do RGB das imagens obtidas com a concentração do analito. Para essa finalidade, 

normalmente calcula-se o vetor (υ) de todos os dados RGB através da distância euclidiana, 

conforme Equação 4[10,35]: 

 

 υ = √(𝑅 − 𝑅0)2  + (𝐺 – 𝐺0)2  +  (𝐵 – 𝐵0)2                                                                            (4) 

 

Onde os parâmetros R, G e B representam os valores referentes aos canais vermelho, 

verde e azul, respectivamente obtidos da imagem e os parâmetros 𝑅0, 𝐺0 e 𝐵0 representam os 

valores do RGB da solução do branco, aquela isenta do analito. Com todos esses parâmetros 

conhecidos, uma curva do vetor versus concentração do analito pode ser traçada e, por 

conseguinte, a quantificação da espécie de interesse pode ser determinada. Essa forma de 
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tratamento muitas vezes se revela imprescindível para uma análise mais rigorosa e criteriosa, 

uma vez que quanto maior for a curva do vetor, maior será a interação/reação do analito de 

interesse com e espécie cromófora. De modo contrário, quanto menor a curva (tendendo a zero) 

menor a interação/reação do analito com o cromóforo. Vale salientar que há uma relação 

diretamente/inversamente proporcional, a depender das espécies presentes na matriz, entre a 

variação da concentração do analito e a variação dos valores de RGB que nesse caso é utilizado 

para fins de quantificação.[10,11] 

Outra maneira comumente utilizada para construção de curvas analíticas se dá através 

de equações logarítmicas, como na relação entre – log(I/I0), que é a razão entre as intensidades 

da radiação refletida diante da presença do analito, I, com a intensidade da radiação refletida 

sem a presença do analito, I0, (branco) versus a concentração do analito [40]. Existem outras 

formas possíveis para quantificação, como usar o valor bruto do sistema RGB [11] ou fazer o 

uso da multiplicação dos valores (R × B × G), conhecido como valor de cor [22]. Para esse 

último cálculo, os valores de RGB podem chegar à ordem de 107 e, com isso, todos os valores 

gerados pelo modelo RGB serão utilizados. A vantagem deste último modo de tratamento é que 

ele apresenta uma sensibilidade maior para pequenas variações do sistema RGB, quando 

comparada ao modo dos valores brutos, porém este modo da multiplicação dos canais trabalha 

com escala de valores alta [22], o que pode ser um desconforto para os cálculos. Entretanto, a 

forma mais simples é empregar sem qualquer cálculo os valores reais do RGB, o que facilita os 

cálculos [11]. 

5. Uso da imagem digital em trabalhos acadêmicos  

Este é um estudo de revisão crítica e descritiva concebido através da produção 

científica indexada na base de dados Web of Science, com uma visão geral sobre o uso da 

ferramenta em áreas científicas relacionadas ao tema. Além disso, pretende-se quantificar o 

número de publicações realizadas nos últimos anos relacionado à imagem digital de maneira 

geral e na grande área de Química, e por fim, artigos relacionados ao ensino de química.  

Desse modo, o presente artigo tem como objetivo exploratório-descritivo, evidenciar e 

discutir algumas percepções sobre o uso de métodos baseados em imagens digitais (DIB, Digital 

Image-Based), desde aspectos gerais até sua aplicação ao ensino da Química, baseando na 

problemática “Como a imagem digital tem sido utilizada na quantificação de analitos no ensino 

de Química para o Ensino Médio e Superior?”. Para esta finalidade, foi realizada uma pesquisa 

no banco de dados indicado, utilizando a palavra-chave “digital image” a fim de analisar de 

forma qualitativa a relevância deste tema no âmbito acadêmico.  Na Figura 40 tem-se os dados 
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extraídos desta plataforma, em que, pode-se observar um crescimento considerável em termos 

de publicações desde 1990 até começo de 2022 para trabalhos acadêmicos que envolvem 

imagens digitais nas mais diversas áreas (Figura 40A), trabalhos que aplicam imagens digitais 

apenas na química (Figura 40B), bem como trabalhos envolvendo imagens digitais no ensino 

de química (Figura 40C).  

O uso de imagens digitais vem sendo trabalhado nas mais diversas áreas científicas com 

objetivos específicos, por exemplo, Kelly et al.[50] utilizaram as imagens digitais para medir 

deformações em superfícies de uma coluna vertebral. Em ciência forense, animais e ambientes 

também foram registrados [51] para identificar morfologicamente espécies de vida selvagem. 

Ainda com relação à ciência forense, imagens digitais de cabelos foram usadas para obtenção 

de evidências de crimes [52,53]. 

No campo de informática voltada a patologia, Yao et al.[54] elaboraram o método 

ThinPrep para preparar análises de imagens digitais na citomorfologia da tireoide, podendo 

quantificar informações morfológicas para fins de diagnósticos. Stone et al.[55] utilizou DIB 

em 10 pacientes com problemas cutâneos, incluindo alopecia mucinosa, psoríase e nevos 

displásicos, a fim de acompanhar as lesões. As imagens digitais também tiveram aplicações 

urológicas [56] ao contribuir com a prática cirúrgica, na medida em que os urologistas podiam 

ter a certeza de obter imagens de vídeos em tempo real e com a clareza, melhorando o 

diagnóstico e o tratamento. 

No campo de ciência arqueológica, Trimmis [57] utilizou imagens digitais para estudar 

o kernoi, que são lajes de pedra com marcas de taças arranjadas circularmente durante a Idade 

do Bronze, localizadas no mar Egeu. Já no campo da comunicação, Evsutin et al.[58] trataram 

da importância da marca d’água nas imagens digitais a fim de garantir direitos autorais e 

combate à falsificação. Na Ciência da computação de Materiais, Thoby et al.[59] utilizaram o 

método de correlação de imagens digitais para calcular campos cinemáticos de espécimes. Na 

agronomia o DIB tem sido empregado para análises do carbono orgânico do solo de acordo 

com os níveis de iluminação [60], bem como para a quantificação do teor de ferro presente no 

solo [61]. Na engenharia civil, Jo et al.[62] utilizaram imagens digitais para avaliar a força de 

tensão de cabos em pontes estaiadas. Uma vez que o uso do smartphone garante vantagens 

como o baixo custo, portabilidade e ter facilidade de uso, pode-se utilizá-lo em qualquer área 

para finalidades infinitas [3]. 

Os exemplos anteriores mostram como é ampla a aplicabilidade das imagens digitais, 

no entanto, ainda há muitos exemplos, mas não é nossa intenção apresentar todas. Quanto à 
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química, Lupetti et al.[63] utilizaram a imagem digital para monitorar e prevenir o 

escurecimento de tecidos vegetais pela enzima polifenol oxidase. Franco et al.[9] através de 

reações colorimétricas conseguiram detectar quantitativamente o cobre em aguardente de cana-

de-açúcar. Em outra publicação, os autores[64] utilizaram o DIB para determinar o teor de 

açúcares redutores em cachaça, a saber glicose e frutose por meio da reação de redução de 

Cu(II) a Cu (I).  

Böck et al.[47] utilizaram o método de baixo custo para determinar cobre em aguardente de 

cana-de-açúcar, utilizando o software PhotoMetriz UVC® embutido no smartphone, através da 

reação de complexação entre o cobre e a cuprizona, que apresenta uma coloração azul, 

possibilitando também a leitura dos canais das cores. Oliveira et al.[31] apresentaram pela 

primeira vez um novo método para determinar a acidez total da laranja, limão e maracujá a 

partir da microtitulação utilizando antocianinas como indicador biodegradável com detecção 

por DIB. Resque et al.[35] verificaram a conformidade de produtos alvejantes contendo o 

hipoclorito de sódio. O método consistia em capturar uma imagem digital da reação colorimé-

-trica do hipoclorito com antocianinas usando um smartphone como detector. Patari et al.[65] 

desenvolveram um dispositivo em 3D a base de papel para detecção de leite adulterado. Neste 

trabalho foram detectados simultaneamente vários adulterantes químicos do leite como: a ureia, 

detergentes, sabão, amido, peróxido de hidrogênio, hidrogenocarbonato de sódio e sal. Soares 

et al. [66] propuseram um método para quantificação de biodiesel em misturas de diesel. A 

análise baseou-se em uma reação de complexação entre o Fe(III) e o íon hidroxamato produzido 

através da reação entre os ésteres alquílicos proveniente do biodiesel e a hidroxilamina. Para a 

captura das imagens foi utilizada a câmera de um smartphone, sendo a imagem posteriormente 

decomposta no sistema RGB pelo aplicativo PhotoMetrix. O limite de detecção encontrado para 

um nível de confiança de 99,7% foi de 1,0% (v/v) de biodiesel. 

De Almeida et al.[11] determinaram o tempo de eficácia de uma solução sanitizante à 

base de hipoclorito de sódio em tapetes sanitizantes. O sal é utilizado no combate à 

microorganismos patógenos e foi monitorado através da fluorescência dos carbon quantum dots 

(CQD), mediante ao efeito quenching (supressão da fluorescência) uma vez que o hipoclorito 

de sódio por ser um agente oxidante forte, retira elétrons dos CQDs contribuindo para a 

diminuição da fluorescência. Os CQD são uma classe de nanomateriais de carbono que 

apresentam propriedades luminescentes e vantagens de baixa toxicidade, compatibilidade com 

o meio ambiente, baixo custo, fotoestabilidade quando comparado aos Quantum Dots de 

semimetais tradicionais. Como essa variação da fluorescência está diretamente atrelada à 
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concentração do hipoclorito de sódio, fica acessível a determinação da concentração do agente 

sanitizante.   

Figura 39. Número de publicações por ano (1990-2022) obtidos da plataforma Web of 

Science, utilizando a palavra-chave “digital image” para diversas áreas da ciência (A), em 

particular para química (B) e ensino de química (C)  

Fonte: autoria própria via Web of Science.  
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Dos Santos et al.[67] desenvolveram um trabalho usando smartphone como um detector 

para determinar o ácido ascórbico (AA) em frutas nativas e exóticas da Amazônia. A reação 

consistiu na redução de Fe(III) por AA e posterior complexação com 1,10-fenantrolina. Araújo 

et al.[68] propuseram um método quimiométrico para identificar adulteração em açaí, 

utilizando uma webcam para a captura das imagens digitais. Neste estudo foram considerados 

dois adulterantes, a farinha de trigo e de mandioca. Foi empregado a análise de componentes 

principais (PCA) e os modelos SIMCA (Modelagem Independente Suave por Analogia de 

Classes) e o PLS (Análise Discriminante Por Mínimos Quadrados Parciais). Foi empregado o 

sistema RGB, HSI e modelos de cores em tons de cinza. O modelo SIMCA se mostrou uma 

estratégia quimiométrica eficaz no acesso às informações químicas contidas nas imagens 

digitais. Maroubo & Melchert [69] desenvolveram um método alternativo para a extração das 

sulfonamidas (SAs) através da microextração sólido-líquido em carnes, uma vez que as SAs 

são antimicrobianos sintéticos de baixo custo amplamente utilizados na medicina veterinária 

para tratar doenças e prevenir infecções. No entanto, longos períodos de exposição às SAs 

podem causar efeitos adversos. Para a quantificação do teor de sulfonamidas foi empregado 

uma reação colorimétrica, tendo como base a formação de um composto rosa, um sal de imina. 

Para a captura das imagens foi empregado um smartphone e o Color Grab foi utilizado para o 

tratamento das imagens mediante o sistema RGB. 

Da Silva et al.[10] quantificaram através do DIB, sulfato de quinina em bebidas tônicas, 

através do sinal da fluorescência emitida por esta molécula. Para esta análise foi empregada 

uma câmara UV (ultravioleta) com quatro diodos emissores de radiação UV de alto brilho com 

comprimento de ondas máximo de emissão a 370 nm. Os sinais de fluorescência foram medidos 

no sistema RGB, sendo utilizado o canal azul, uma vez que este apresentou uma maior 

sensibilidade comparado aos outros canais. Soares & Rocha [13], elaboraram um método para 

determinação do ácido úrico na saliva como forma de detectar disfunções renais. Esse método 

foi baseado em uma reação colorimétrica através da redução de Cu(II) a Cu(I) pelo ácido úrico, 

seguida pela complexação com ácido 2,2-biquinolina-4,4-dicarboxílico (BCA), resultando em 

um complexo violeta.  

Kajornklin et al.[70] por sua vez utilizaram imagens digitais para quantificar o valor da 

constante de equilíbrio de uma reação do complexo cobalto (II) e da reação de formação do 

complexo cobalto ferro(III)-tiocianato, através do software ImageJ. Já Böck et al.[71] 

utilizaram o software PhotoMetrix PRO para quantificar o teor de etanol, via colorimetria, 
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através da reação de nitrato de amônio com o etanol produzindo um complexo de alcóxido de 

cério (IV) de cor vermelha, que teve sua intensidade de cor e RGB medidos.  

De modo geral, a imagem digital pode ser utilizada para detecção óptica, eletroquímica, 

neurocirurgia minimamente invasiva [72], por exemplo, em análises Colorimétricas 

[3,48,73,74], fluorimétricas [10,41,75], espectrométrica [76,77], na patologia humana [78,79], 

na microscopia [80], espectrometria de infravermelho [81], potenciometria [82,83], e 

eletroforese em gel [84], permitindo que diversas análises sejam realizadas in loco (no próprio 

local).  
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SÍNTESE DE BIS-TIOCARBAZONA COMO SENSOR EM DISPOSITIVO 
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E CHÁ DE MAÇÃ VIA IMAGENS DIGITAIS DE FLUORESCÊNCIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



110 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

O cobre desempenha um papel importante em diversos processos fisiológicos, atuando 

como cofator enzimático em várias cuproenzimas, que estão envolvidas em reações de 

transferência de elétrons entre um substrato e o oxigênio molecular, utilizando átomos de cobre 

tanto forma oxidada (Cu(II)) ou reduzida (Cu(I)) [1,2].  Este metal é indispensável ao 

organismo, desempenhando funções vitais no sistema nervoso [3]. Entretanto, o controle de sua 

ingestão é fundamental, pois o excesso de cobre pode causar efeitos adversos, como diarreia, 

náusea e úlceras e até desencadear a doença de Parkinson [1,3,4]. Devido a esses riscos, órgãos 

reguladores estabelecem limites para a quantidade de cobre permitida em diferentes produtos. 

Para a cachaça, o limite recomendado é de até 5 mg L-1, conforme a Instrução Normativa 

Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA) do Brasil, nº 13 de 29/06/2005. Para a água 

potável, o limite é de 2 mg L-1, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) da portaria 

GM/M Nº888, de 4 de maio de 2021. Já para frutas in natura, a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (Anvisa) do Brasil, com instrução normativa nº 160 de 1º de julho de 2022, na qual 

estabelece um limite de concentração de 10 mg Kg-1. A Agência de Proteção Ambiental dos 

EUA (EPA) define o nível máximo de íons Cu(II) de 1,3 mg L-1 presente em água potável [5]. 

 A quantificação de Cu(II) pode ser realizada por alguns métodos, incluindo métodos 

colorimétricas [1,6–9], adsorção [10,11], eletroquímica [12–17], espectroscopia de emissão 

óptica de plasma indutivamente acoplada/espectroscopia de massa [18,19] e espectroscopia 

UV-VIS [20–24]. Porém, como o uso de smartphones, tanto para uso pessoal quanto para uso 

profissional, tem se tornado mais crescente e popularizado [23], alguns métodos colorimétricos 

utilizam o smartphone  como detectores de sinais analíticos [25]. Isso tem tornado os métodos 

colorimétricos de  baixo custo, acessíveis e de rápida execução, possibilidade de análise in situ 

[26,27], além de oferecerem uma abordagem interativa quando comparado a métodos mais 

sofisticados [1]. Esses métodos, conhecidos como DIB (Digital Image Based), comumente 

consistem na captura das imagens que evidenciam reações colorimétricas, resultante da 

presença de cromóforos nos reagentes envolvidos na reação [8]. O método DIB vem ganhando 

destaque no cenário científico nos últimos anos, com a publicação de inúmeros trabalhos com 

aplicações analítica como na detecção de aminas biogênicas em alimentos [28,29], adulterantes 

em leite [30,31], contaminantes em bebidas [1,6,32,33], metais em águas ambientais [34], 

surfactantes em águas ambientais e outras matrizes [30,35–37], como em: amostras forenses 

[38–40], acidez em frutas [41,42] etc. Contudo, o FDIB (Fluorescence Digital Image-Based), 

é uma metodologia mais recente, comparada ao DIB que utiliza de reações colorimétricas na 
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região do UV-Vis. Este método se baseia na medida de fluorescência gerada por moléculas 

[28,29] ou nanopartículas [43] como os pontos quânticos, usando imagens digitais de 

fluorescência [26,29]. Para as análises envolvendo o método DIB/FDIB é recomendado o 

emprego de câmaras fechadas [27,33,44], a fim de isolar a matriz contendo o analito da radiação 

externa, evitando a presença da radiação espúria e de ambientes com sombras e/ou excesso de 

brilho, minimizando assim a presença de interferentes que venha comprometer os resultados 

das análises [45]. Em DIB/FDIB smartphone tem sido o dispositivo mais amplamente utilizado, 

por ser algo de uso comum do analista, conectividade, e amplo uso de aplicativos disponíveis 

[46], ColorX [47], Color Grab [1,7], frente a outros dispositivos como câmera digital [48],  

scanner [49] e webcam [50]. Os sistemas de cores mais amplamente utilizados para 

decomposição das imagens obtidas são HSB [51], CMYK, CMY [52] e HSV [53], sendo o 

sistema RGB [41] o mais amplamente utilizado. Mesmo sendo desenvolvidos para colorimetria, 

esses modelos podem ser usados para fluorimetria [29,43,44,54].  

O avanço tecnológico tem possibilitado o desenvolvimento de métodos mais 

sofisticados e sensíveis. A integração do FDIB com dispositivos microfluídicos e a detecção 

baseada usando FDIB representa uma inovação significativa e promissora na área de análises 

químicas  [26,29,43,54]. Esses sistemas combinados permitem a execução de múltiplas etapas 

analíticas dentro de um único dispositivo, otimizando a eficiência e reduzindo os custos 

operacionais [55]. A tecnologia microfluídica proporciona um controle preciso sobre pequenas 

amostras [56]. A versatilidade de aparatos utilizados em dispositivos microfluídicos tem 

permitido avanços significativos na determinação de metais. Entre esses dispositivos, 

destacam-se o μPAD (Microfluidic Paper-based Analytical Device) e o μTAD (Microfluidic 

Thread-based Analytical Device) [56]. O μTAD, em particular, utiliza fios de algodão como 

substrato, o que proporciona vantagens como, flexibilidade, baixo custo, alta resistência e uma 

ampla área superficial. Além disso, o μTAD permite o uso de volumes reduzidos de reagentes 

e amostras, tornando-o uma solução eficiente, econômica e atrativa para a análise de metais e 

permite mudanças em sua capilaridade [1,56–58]. 

Com o objetivo de desenvolver um μTAD eficiente na quantificação de íons Cu(II), este 

estudo propõe a síntese e aplicação de uma bis-tiocarbazona como um sensor fluorescente. As 

bis-tiocarbazonas já são descritas como potenciais inibidores de urease [59], um composto de 

grande interesse da comunidade acadêmica e industrial [60]. A bis-tiocarbazonas são derivadas 

da tiocarbazida, caracterizada por uma ligação dupla entre um átomo de carbono e um átomo 

de enxofre e duas ligações simples com aminas. Além disso, a bis-tiocarbazonas é conhecida 

por formar complexos [61].  
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Este estudo tem como objetivo descrever a síntese e aplicação de uma bis-tiocarbazona 

como sensor fluorescente, utilizando a técnica de Detecção por Imagem Digital Baseada em 

Fluorescência (FDIB) para a construção de um dispositivo microfluídico (μTAD) baseado em 

fios de algodão, constituindo em um sistema de baixo custo, de resposta rápida, ambientalmente 

amigável e que usa baixíssimas quantidades de reagentes e solventes, gerando muito pouco 

resíduos, sendo aplicado no presente trabalho para a quantificação de íons Cu(II) em diversas 

matrizes de águas, bebidas e alimentos.  

2. MÉTODO EXPERIMENTAL  

2.1.  Reagentes e amostras 

Foram preparadas soluções de diversos íons metálicos, incluindo Pb(II), Ba(II), Ca(II), 

Cd(II), Al(III), Cr(III), Fe(II), Cu(II), Fe(III), Hg(II) e Mn(II), todos com concentração de 1,25 

× 10⁻³ mol L⁻¹. Para D-glicose e D-frutose, foram preparadas soluções a partir de 0,0225 g para 

100 mL, resultando em uma concentração de 1,25 × 10⁻³ mol L⁻¹. 

As soluções tampão de citrato com pH 3, 4 e 5 foram preparadas adicionando 2,57 g de 

citrato de sódio dihidratado e 0,2421 g de ácido cítrico em 100 mL de água deionizada. Para os 

tampões fosfato com pH 6 e 7, dissolveram-se 2,010 g de Na₂HPO₄·7H₂O e 0,3394 g de 

NaH₂PO₄·4H₂O em água deionizada. A solução tampão de pH 9 foi obtida pela adição de 

12,111 g de trishidroximetilaminometano (TRIS) e ajuste do pH com 3,2 mL de HCl 

concentrado. O ajuste fino do pH foi feito com pequenas alíquotas de soluções de HCl ou NaOH 

1 mol L⁻¹ e utilizado um pHmetro de bancada Mettler Toledo (USA) com eletrodo de vidro 

combinado.  

Todas as soluções foram preparadas utilizando água deionizada do sistema Milli-Q® 

(Millipore, Bedford, MA, EUA), com resistividade de 18,0 MΩ·cm. A molécula B2COOH foi 

dissolvida em dimetilsulfóxido (DMSO), com concentração de 5 g L⁻¹, pela adição de 0,0278 

g em 5 mL de DMSO para obtenção da solução estoque. 

A suspensão de carboximetilcelulose (CMC) foi preparada dissolvendo-se 0,03; 0,06; e 

0,09 g de CMC em 3 mL de água Milli-Q, obtendo-se concentrações de 1, 2 e 3% (m/V), 

respectivamente. A mistura foi aquecida a 60 °C por 20 min, sob agitação a 5000 rpm. Após o 

preparo, a suspensão foi mantida em repouso por 24 h antes de ser utilizada. 

Uma solução padrão de Cu(II) foi preparada a partir de um padrão de 1 g L⁻¹. As 

soluções de trabalho foram obtidas por diluições da solução estoque, ajustando o volume de íon 
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conforme a concentração desejada e completando o volume com a amostra em um balão 

volumétrico. As amostras analisadas por FAAS foram acidificadas com HNO₃ a 1% v/v. 

As amostras de cachaça e água mineral foram adquiridas em supermercados de Viçosa, 

Minas Gerais, Brasil. A água da torneira e a água Milli-Q foram obtidas no Departamento de 

Química da Universidade Federal de Viçosa (UFV). A maçã in natura foi comprada em uma 

loja de produtos naturais em Viçosa, Minas Gerais, Brasil.  

A amostra de chá de maçã foi preparada seguindo a metodologia descrita por Diridiri et 

al. (2024) [3]. Para isso, 0,1032 g da amostra de maçã in natura foram misturados a 100 mL de 

água. Essa solução foi aquecida até atingir o ponto de ebulição, onde foi mantida durante 15 

minutos. Após esse processo, a solução foi resfriada até a temperatura ambiente e, 

posteriormente, 25 mL da solução foram diluídos em um balão volumétrico de 250 mL. As 

demais amostras não necessitam de preparo de amostra.  

O fio de algodão utilizado foi adquirido em uma loja de tecidos de Viçosa, e seu preparo 

seguiu o protocolo descrito por Oliveira et al.[1]. O fio foi lavado em solução de carbonato de 

sódio (Na₂CO₃) em ebulição por 10 minutos, enxaguado com água Milli-Q até atingir pH 

neutro, e deixado para secar em temperatura ambiente antes de ser armazenado para aplicações 

posteriores. 

 

2.2. Síntese da bis-tiocarbazona 

Inspirada na metodologia de síntese de Li et al. [62], a bis-tiocarbazona B2COOH foi 

sintetizada utilizando como substratos a tiocarbazida (0,5 mmol) e 2-carboxibenzaldeído (1 

mmol), empregando ácido acético (30 mol %) como catalisador em uma mistura de água/etanol 

numa proporção de (1,5:1,3) como solvente. A mistura reacional foi mantida sob agitação a 110 

°C por 3 h (Figura 41). O produto formado (B2COOH) foi então filtrado e purificado por 

recristalização em uma mistura de água e etanol. 

 

Figura 40. Síntese da bis-tiocarbazona (B2COOH) 

 

Fonte: autoria própria.  
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2.3.  Caracterização bis-tiocarbazona 

A análise da massa/carga da bis-tiocarbazonas foi realizada através de injeção direta, 

em um espectrômetro de massas (SHIMADZU) modelo GC/MS QP2010. O equipamento foi 

operado empregando uma temperatura da interface de 300 °C, e temperatura da fonte de íons 

sendo mantida por 15 min a 300 °C. Os valores de m/z foram registrados no intervalo de 35-

700 m/z.   

O espectro no infravermelho (IV) foi obtido no espectrômetro FTIR Varian 660 

equipado com GladiATR. Os valores foram expressos em números de onda e registrados no 

intervalo de 4000 - 450 cm-1. 

 A faixa de temperatura de fusão foi obtida no equipamento PF 1500 FARMA 

(GEHAKA) empregando uma taxa de 0,5 °C/min.  

Os espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de 1H) e de carbono 

(RMN de 13C) foram obtidos no espectrômetro Varian Mercury 300 MHz (B0= 7 T), operando 

a 300,069 MHz para 1H e 75,459 MHz para 13C. O solvente deuterado utilizado foi DMSO-d6. 

Os sinais foram caracterizados como simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q), 

multipleto (m), duplo dupleto (dd) e triplo dupleto (td). Os deslocamentos químicos foram 

registrados em mg L-1 o sinal residual do DMSO (δDMSO 2,49 ppm para 1H e δDMSO 39,5 

ppm para 13C).

2.4.  Caracterização do μTAD desenvolvido  

A morfologia das fibras de algodão foi analisada por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV), utilizando o Microscópio Eletrônico de Varredura Leo 1430VP. As amostras 

foram fixadas em fita de carbono dupla-face sobre um stub, e, em seguida, submetidas a um 

evaporador de Carbono, modelo Q150T E. 

A Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em ATR foi 

realizada utilizando um espectrofotômetro de infravermelho Jasco 4100, a uma faixa de 

varredura de 4000 a 550 cm-1, resolução de 4 cm-1 e 256 scans.  

A análise térmica do μTAD foi conduzida no intervalo de 30°C a 700°C, com uma taxa 

de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera de nitrogênio com fluxo de 50 mL min-1, utilizando 

o equipamento de análise térmica PerkinElmer STA 6000. 

O espectro de emissão de fluorescência em 370 nm foi coletado utilizado 

espectrofotômetro de fluorescência AvaSpec-2048L (Avantes, Netherlands) com detector CCD 
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de matriz linear (Sony ILX5111) com resolução de 0,06 nm a 20 nm, tempo de integração de 

3000 ms.  

2.5.  Aparatos e software para captura de fluorescência RGB 

Em estudos anteriores, Maia et al. [32] desenvolveram uma câmara com dimensões de 

23 x 15 x 11 cm, equipada com quatro UV-LEDs com comprimento de onda de 436 nm e 

potência de 10 W, destinada à obtenção de imagens digitais de soluções fluorescentes. A câmara 

utilizava uma fonte de alimentação de 12 V e corrente contínua de 10 A, Figura 2. Para 

confirmação do comprimento de onda na câmara, foi utilizado o Espectrômetro modular Ocean 

optics (USB4000) com detector Toshiba TCD1340AP (CCD), por apresentar base de fibra 

óptica é possível inseri-la na fonte luminosa.  

 Figura 41. Aparato utilizado para determinação do íon metálico via FDIB.  

 
Fonte: Adaptado de Maia et al. [32]. 
 

Neste trabalho, os fios foram posicionados de forma demarcada na caixa, minimizando 

variações visuais. As imagens foram adquiridas com um smartphone Xiaomi Redmi Note 11, 

com câmera de 50 megapixels. Utilizando a função PRO, as configurações de captura foram 

ajustadas para: balanço de branco (WB) a 6500 K, abertura de F2, velocidade do obturador (S) 

de 1/4000, ISO 3200, compensação de exposição (Ev) em 0 e lente grande angular. Essas 

configurações garantiram um padrão consistente em todas as imagens adquiridas. Após a 

captura, as imagens foram transferidas para um computador e tratadas no software gratuito 

ImageJ, onde foram extraídos os respectivos valores de RGB. 
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2.6.  Desenvolvimento de sensor μTAD e Quantificação de Cu2+ utilizando 

análise RGB  

O μTAD foi desenvolvido conforme descrito por De Oliveira et al. (2023)[1]. O 

dispositivo analítico foi montado fixando-se uma fita dupla face de 6 cm sobre uma folha de 

papel e adicionado um fio de algodão de 5 cm. A partir da extremidade esquerda do fio, uma 

marcação foi feita a 3 cm para delimitar a região de interesse (ROI), Figura 43. Na ROI, 0,2 μL 

da molécula B2COOH foram depositados. Após a secagem, 10 μL de uma suspensão de CMC 

a 1% (m/v) foram aplicados. Após nova secagem, 5 μL de uma solução tampão (pH 7) foram 

depositados na extremidade esquerda da fita. Para o uso do dispositivo, 15 μL da solução padrão 

ou da amostra foram aplicados na mesma extremidade. Finalmente, a imagem do μTAD foi 

capturada sob assistência de radiação UV na câmara de UV-LED, utilizando o smartphone, nas 

configurações descritas no item 2.8. A imagem de fluorescência foi feita usando o sistema RGB, 

empregando o software ImageJ. 

Figura 42. Dispositivo μTAD desenvolvido para a detecção sensível de íons de Cu(II). 

 
Fonte: autoria própria. 

2.7.  Otimização das condições ideais 

O método foi otimizado levando em consideração uma série de potenciais interferentes, 

como o tipo de fita dupla face usando na montagem do microdispositivo, a concentração e o 

volume de CMC, a concentração da molécula bis- tiocarbazona, o volume da amostra, o tempo 

de reação e o pH. A seletividade do ligante foi avaliada em pH 7 para os íons metálicos Pb(II), 

Ba(II), Ca(II), Cd(II), Al(III), Cr(III), Fe(II), Cu(II), Fe(II), Hg(II) e Mn(II), bem como para os 

açúcares D-glicose e D-frutose, todos na concentração de 1,25 × 10⁻3 mol L⁻¹. Além disso, foi 

conduzido um estudo de interferência na proporção 1:1 molar para os mesmos compostos na 

concentração 6,0 × 10⁻4 mol L⁻¹. 
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2.8.  Parâmetros analíticos  

Após a otimização do método utilizando μTAD, foram avaliadas as figuras de mérito, 

incluindo seletividade, interferências, linearidade, limite de detecção (LD), limite de 

quantificação (LQ), precisão intradia e interdia, além da exatidão, seguindo as diretrizes 

estabelecidas pela ANVISA (2017) [63] e IUPAC [64]. Também foram realizados estudos de 

recuperação em quatro níveis de concentração (5, 10, 30 e 45 mg L-1) para validar o método 

proposto quando a exatidão em função de um possível efeito de matriz. Para a comparação de 

métodos, as análises foram conduzidas em três níveis de concentração (5, 10 e 45 mg L-1), 

usando FDIB quanto Espectrofotometria por absorção atômica (AAS). 

 

3. RESULTADOS 

3.1.  Caracterizações  

3.1.1. Caracterização da B2COOH 

Os espectros utilizados para a caracterização da bis-tiocarbazida B2COOH estão 

disponíveis no anexo II, incluindo espectro de massas (EM), espectro de infravermelho (IV), 

espectro de RMN de ¹H (300,069 MHz; DMSO-d₆, δDMSO 2,49) e espectro de RMN de ¹³C 

(75,459 MHz; DMSO-d₆, δDMSO 39,5). 

Caracterizações da B2COOH: massa molar de 370,07 g/mol, sólido verde claro, 

rendimento 33%, ponto de fusão (p.f.) 175,9 – 176,7 ºC.  IV (cm-1) νmax: 3167, 3006, 2361, 

1673, 1239, 748 (Figura 63, anexo II). EM m/z (abundância em %): 370 (1, M+), 40 (100), 146 

(55) (Figura 64, anexo II). RMN de 1H (300,069 MHz; DMSO-d6, δDMSO 2,49): δ 

(integração, multiplicidade, atribuição, constante de acoplamento): 11,92 (2H, sl, δN-H); 9,18 

(1H, sl, H2); 8,96 (1H, sl, H9); 8,41 - 8,06 (2H, m, H7 e H12); 7,89 (2H, d, H4 e H15, 7,6 Hz); 

7,65 (2H, t, H5 e H14, 7,6 Hz); 7,53 (2H, t, H6 e H13, 7,6Hz) (Figura 65, anexo II).  RMN de 

13C (75,459 MHz; DMSO-d6; δDMSO 39,5): δ (atribuição): 175,5 (C1); 168,1 (δCOOH); 

134,4 (C2 e C9); 131,9 (C7, C12); 130,9 (C3 e C10); 130,2 (C4, C5, C14 e C15); 129,6 (C6 e 

C13); 127,3 (C8 e C11) (Figura 66, anexo II). 



118 

 

 

3.1.2. Caracterização do μTAD  

3.1.2.1. Microscopia eletrônica de varredura  

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) do μTAD, Figura 44, foi realizada em 

diferentes etapas de tratamento do fio. Inicialmente, o fio foi tratado (FdA) após a limpeza com 

carbonato de sódio (Figura 44A); com adição da molécula B2COOH (Figura 44B); B2COOH-

CMC (Figura 44C); B2COOH-CMC- tampão pH 7- Cu(II) (Figura 44D). Todas as micrografias 

foram obtidas em aumentos de 500 e 1000X.  

A partir das micrografias, revelaram uma progressão na modificação da superfície das 

fibras do fio ao longo das etapas de preparação do μTAD. A adição de B2COOH e CMC 

resultou em uma superfície otimizada para a formação do complexo formado com o íon Cu(II)  

na  ROI. Além disso, o CMC, em particular, desempenha papel crucial para formação de uma 

barreira adsorvente que retém o complexo formado na ROI, fornecendo estabilidade ao sensor, 

compactação das fibras e sensibilidade para detecção dos íons de Cu(II).  

 

3.1.2.2. Análise termogravimétrica 

A análise termogravimétrica (TGA) do μTAD, Figura 45, indica a variação da massa da 

amostra em função da temperatura e a respectiva curva derivada da perda de massa (DTG), 

entre 30 °C e 700 °C. A decomposição acontece em duas etapas: a primeira entre 150 ºC e 250 

°C, apresenta uma perda de massa gradual de 2,46%, associada à decomposição térmica de 

moléculas voláteis ou baixa massa molecular, como moléculas de água livre [1].   

Na segunda etapa de decomposição, entre 240º C e 400º C, ocorre uma perda de massa 

significativa de 74,19%, relacionada à decomposição da estrutura orgânica do fio. Com o 

aumento da temperatura, ocorre a conversão do resíduo carbonoso em compostos aromáticos, 

acompanhada pela liberação de gases como CO₂ e CO, o que provoca a segunda etapa da 

degradação térmica do material à base de algodão [65,66].  Nesse momento, a curva DTG exibe 

um pico em torno de 332 °C, indicando o ponto de máxima de decomposição da análise. Após 

450 ºC, a amostra se estabiliza, sem que haja mais perda de massa. 
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Figura 43. Micrografia do (A) fio tratado; (B) com a molécula B2COOH; (C) B2COOH – 
CMC; (D) B2COOH – CMC - tampão pH7 – Cu(II) em 100x e 500x. 

 
Fonte: autoria própria. 
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Figura 44. Curva de TG e DTG para decomposição térmica do dispositivo criado.  Parâmetros 
experimentais: 0,2 μL de B2COOH a 2,5 g L⁻¹, 10 μL de CMC a 1% (m/v) e 5 μL de tampão 
pH 7. 
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Fonte: autoria própria.  
 

3.1.2.3.  Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier 

 

Os espectros de FTIR das amostras de fio de algodão (FdA), CMC, B2COOH, 

B2COOH_CMC e B2COOH_CMC_Cu(II) foram apresentados na Figura 46, evidenciam uma 

funcionalização bem-sucedida do fio demonstrado pela  introdução dos reagentes utilizados no 

processo. O fio de algodão e o CMC apresentam bandas de estiramento característico para a 

hidroxila na região entre 3400 - 3200 cm-1, indicando interações poliméricas. Além disso, as 

vibrações de deformação axial da ligação C – H, típicas para cadeias alifáticas, são detectadas 

em 2898 e 1318 cm-1 para FdA em 2893 e 1321 cm-1 para CMC. Por fim, as bandas de vibração 

de estiramento das ligações C-O-C aparecem em 1024 cm-1 e 1017 cm-1 para FdA e CMC, 

respectivamente. Também é observada uma banda em 896 cm-1 associada à ligação glicosídica. 

Para o CMC, encontrou-se bandas fortes de deformação axial assimétrica e simétrica em 1587 

e 1414 cm-1. O espectro B2COOH_CMC e B2COOH_CMC_Cu(II) apresenta um 

deslocamento da banda de absorção em 3329 cm-1 para 3341 cm-1. Além disso, após a adição 

de cobre, observa-se o surgimento de uma banda em 2888 cm-1, sugerindo a possibilidade de 

um rearranjo estrutural no ROI. Além disso, a banda de vibração de deformação axial das duplas 
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ligações C=O, localizada em 1731 cm⁻¹, característica do B2COOH, confirma uma 

funcionalização eficiente do fio. 

 

Figura 45. Espectros FTIR para o fio de algodão (FdA), CMC, molécula B2COOH, 
B2COOH_CMC (0,2 μL de B2COOH a 2,5 g L⁻¹, 10 μL de CMC a 1% (m/v)) e 
B2COOH_CMC (0,2 μL de B2COOH a 2,5 g L⁻¹, 10 μL de CMC a 1% (m/v), 5 μL de tampão 
pH 7, 15 μL de Cu(II) 79 mg L-1). 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

20

40

60

80

100

120

1017

894

1315

17312888
3341

1240
894

1017

1731

288129523342

1673

1239

3006
3167

1321

896

1017

14141587

3364

1024

896

1318
2898

FdA

B2COOH

CMC

B2COOH_CMC

T
ra

ns
m

it
ân

ci
a

Número de onda/ cm-1

B2COOH_CMC_Cu(II)

3329

2893

2361

748

 
Fonte: autoria própria. 

3.2. Otimização do método  

O método foi otimizado levando em conta diversos potenciais interferentes, como o uso 

de fita dupla face, concentração de CMC [1], volume de CMC[1,56], concentração da molécula 

B2COOH, volume de amostra[56], tempo de reação e pH. Essas otimizações visam garantir a 

obtenção de resultados consistentes, confiáveis e reprodutíveis. A Tabela 10, mostra os 

parâmetros e a resposta analítica esperada. Alguns trabalhos na literatura já estudaram alguns 

desses parâmetros, e tomando como base os trabalhos de Oliveira et al [1] com valores de 

concentração de CMC e volume de CMC, e o trabalho de Suarez et al [56], para estudo da faixa 

de volume de amostra. 
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Tabela 10. Parâmetros avaliados e impacto na resposta analítica 
Parâmetros Faixa Resposta analítica 

Fita dupla face Amarelada, Transparente e 
Branco 

Mudança na reação fluorimétrica 

Concentração de CMC 1 – 3 % Intensidade da cor no ROI 

Volume de CMC 0 – 25 μL Mudança na barreira formada 

Concentração de B2COOH 1 – 10 g L-1   Intensidade do sinal no ROI 

Volume de amostra 5 – 30 μL Formação do complexo de Cu(II) 

Tempo de reação 5 – 65 min Tempo de resposta ideal  

Faixa de pH 3 – 10  Estabilidade do complexo 

Fonte: autoria própria 

3.2.1. Influência da fita dupla face 

Três tipos diferentes de fita dupla face foram utilizadas para avaliar possíveis mudanças 

perceptíveis na reação fluorimétrica e sua influência nos valores dos canais RGB. Foram 

utilizadas as seguintes fitas: fita transparente com fundo amarelado (Figura 47A), fita 

transparente (Figura 47B) e fita com fundo branco (Figura 47C). A partir da extremidade 

esquerda do dispositivo, foi marcada região de interesse (ROI) em 3 cm (marcado por um ponto 

no papel), onde foi a adicionado 0,2 μL da molécula B2COOH (5 g L-1), 5 μL de tampão com 

pH 7 e 15 μL de uma amostra de cobre (79 mg L-1).  

Além disso, na Figura 47 - branco, observa-se que o dispositivo sem cobre não exibe 

reação colorimétrica nem fluorescência mensurável, tanto fora quanto dentro da câmara UV-

LED. A fluorescência só ocorre com a adição de cobre, permitindo a detecção do metal 

exclusivamente na câmara UV-LED por meio da FDIB. A partir das imagens, os valores de 

RGB foram coletados e, mesmo com a variação do fundo na fita dupla face, a resposta 

permaneceu inalterada. Isso indica que o tipo de fita ou seu fundo não exercem influência 

significativa na reação. 
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Figura 46. Influência da fita dupla face de fundo amarelado (A), fundo transparente (B) e fundo 
branco (C). Parâmetros experimentais: 0,2 μL de B2COOH  5g L-1, 5 μL de tampão pH 7, 15 
μL de solução de Cu(II) 79 mg L-1, tempo de reação: 8 minutos para resposta fora da câmara 
UV (figuras do lado esquerdo) e 10 minutos dentro da câmara UV (lado Direito). 

 
Fonte: autoria própria.  

3.2.2. Influência da concentração de carboximetilcelulose 

Foi notória a importância de adicionar um polímero (estrutura mostrada na Figura 48) 

para estabilizar a região de reação. Para isso, foi utilizado CMC. Foram analisadas a melhor 

ordem de adição dos reagentes B2COOH e CMC, bem como a concentração ideal de CMC (1, 

2 ou 3% (m/v)). 

Figura 47. Representação da estrutura da CMC baseada no polímero de celulose β-(1→4)-D-
glucopiranose 

.  

 Fonte: autoria própria. 

A Figura 49A mostra a ordem de adição onde a B2COOH é colocada primeiro no fio, 

seguida pelo CMC. Já a Figura 49B mostra o CMC sendo adicionado primeiro, seguido pela 

B2COOH. Em ambos os processos, foi necessário esperar o tempo de secagem adequado para 

a adição do próximo reagente. 

Observou-se que, ao adicionar o CMC primeiro, o ROI é deslocado para a esquerda em 

concentrações de 1% e 2% (m/v). Com 3% (m/v), o CMC impede a reação, resultando em baixo 

contraste do ROI. Ao adicionar a B2COOH inicialmente, a resposta analítica é intensa em todas 

as concentrações de CMC. A concentração de 1% (m/v) de CMC apresentou a maior variação 

no canal G ao compararmos o valor de G da amostra contendo cobre com o do branco (sem a 
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presença do íon cobre). Portanto, a adição da molécula antes do CMC foi definida como a 

abordagem ideal, utilizando CMC na concentração de 1% (m/v). 

Figura 48. O efeito causado pela adição inicial da B2COOH (5 g L-1) (A) comparado ao 
experimento onde à adição inicial foi do CMC (B) em concentrações de 1, 2 e 3%.  Parâmetros 
experimentais: 0,2 μL de B2COOH  5g L-1, volume variável de CMC, 5 μL de tampão pH 7, 
15 μL de solução de Cu(II) 79 mg L-1, tempo de reação 10 minutos. 
 

 
Fonte: autoria própria. 

   

3.2.3. Influência do volume de carboximetilcelulose 

  A influência do volume de CMC a 1% (m/v) na pré-concentração do complexo formado 

no ROI foi avaliada em volumes de 0 a 25 μL (Figura 50). De acordo com a figura, observa-se 

que a presença do CMC pré-concentra o complexo, pois sem a adição de CMC não há formação 

de um ROI definido. 

Com 5 μL, o volume foi insuficiente para estabilizar o complexo no ROI, resultando em 

uma maior área reacional devido ao espalhamento da amostra. Para volumes iguais ou 

superiores a 15 μL, ocorre um deslocamento do ROI, além de reduzir a área disponível para 

análise. Com 10 μL, a amostra foi concentrada em uma região próxima ao ROI, tornando a 

intensidade do complexo formado mais evidente. Portanto, o volume de 10 μL de CMC a 1% 

(m/v) foi selecionado para os estudos posteriores. 
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Figura 49. Estudo da variação do volume de CMC adicionado. Parâmetros experimentais: 0,2 
μL de B2COOH  5g L-1, volume variável de CMC 1% (m/v), 5 μL de tampão pH 7, 15 μL de 
solução de Cu(II) 79 mg L-1, tempo de reação:10 minutos. 

 
Fonte: autoria própria. 

 

3.2.4. Influência da concentração da molécula B2COOH  

A concentração da molécula foi estudada variando de 1 a 10 g L-1, mantendo-se fixo o 

volume de 0,2 μL enquanto se avaliava o ∆RGB, onde ∆R = RB2COOH – RB2COOH_Cu, ∆G = 

GB2COOH – GB2COOH_Cu e ∆B = BB2COOH – BB2COOH_Cu. Aqui, consideramos o valor do canal na 

ausência (GB2COOH, por exemplo) e presença do íon de cobre (GB2COOH_Cu, por exemplo). Nesse 

estudo, a resposta analítica ideal corresponde ao melhor valor de cor nos canais ou ao menor 

desvio padrão.   

Como pode ser visto na Figura 51 e 52, o canal B não apresentou diferença nos valores 

entre a ausência e presença do íon de cobre, resultando em uma variação igual a zero. Já os 

canais R e G reagiram de maneira semelhante, sendo que o canal G mostrou o maior valor de 

cor na concentração de 2,5 g L-1. Por isso, o canal G e a concentração de 2,5 g L-1 foi escolhida 

para os estudos subsequentes, além disso o canal apresentou pequenos valores de desvio padrão 

para cada concentração estudada. Para ilustrar o que foi mencionado, a Figura 53 mostra que o 

canal G apresentou a maior resposta em todas as concentrações estudadas, especialmente na de 

2,5 g L⁻¹. Além disso, os desvios padrão para cada concentração foram baixos, reforçando a 

consistência dos resultados. 
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Figura 50. Efeito da concentração de B2COOH variando de 1 a 10 g L-1. Parâmetros 
experimentais: 0,2 μL de B2COOH com concentração variável, 10 μL de CMC 1% (m/v), 5 μL 
de tampão pH 7, 15 μL de solução de cobre II (79 mg L-1), tempo de reação: 10 minutos. 
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Fonte: autoria própria. 
 
 
Figura 51. Efeito da concentração de B2COOH variando de 1 a 10 g L-1 nos dispositivos. 

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 52. Comparação da resposta analítica entre os canais para diferentes concentrações de 
B2COOH. 

10
0

20

40

60

80

100

120

140

7,5 5,0 1,0 

In
te

ns
id

ad
e 

/ u
.a

.

[B2COOH] / g L-1

 R

 G

 B

2,5 

 
Fonte: autoria própria. 
 

3.2.5. Influência do volume de amostra 

 

O volume de amostra adicionado foi estudado entre 5 e 30 μL, conforme mostrado na 

Figura 54. O volume de 5 μL não foi suficiente para alcançar o ROI e permitir a reação 

necessária para formar o complexo. Para volumes acima de 20 μL, ocorre um rompimento da 

contenção criada pelo CMC, resultando na quebra da barreira formada no ROI e no arraste do 

complexo formado. Com o volume de 10 μL, há uma minimização da intensidade do ROI, o 

que não é favorável experimentalmente. Por outro lado, o volume de 15 μL foi suficiente, 

apresentando uma intensidade maior do sinal de fluorescência e sem deslocamento do ROI. 

Assim, o volume de 15 μL foi selecionado para dar continuidade à otimização do estudo. 
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Figura 53. Estudo do volume de amostra. Parâmetros experimentais: 0,2 μL de B2COOH  2,5 
g L-1, 10 μL de CMC 1% (m/v), 5 μL de tampão pH 7, volume variável da solução de Cu(II) 
(79 mg L-1), tempo de reação: 10 minutos. 

 
Fonte: autoria própria. 

3.2.6. Influência do tempo de reação 

A influência do tempo de reação foi avaliada para o volume de 15 μL de uma solução 

padrão de Cu(II) 79 mg L-1 em um intervalo de tempo de 5 a 65 minutos. O maior ∆G representa 

a maior diferença entre a intensidade do sinal de fluorescência da molécula sem a presença do 

íon metálico e com a presença. Portanto, 25 minutos é o tempo de reação ideal para a formação 

do complexo de maior intensidade, Figura 55. 
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Figura 54.  Influência do tempo de reação. Parâmetros experimentais: 0,2 μL de B2COOH  2,5 
g L-1, 10 μL de CMC 1% (m/v), 5 μL de tampão pH 7, 15 μL de solução padrão de Cu(II) 79 
mg L-1. 
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Fonte: autoria própria.  

3.2.7. Influência do pH 

O pH é importante para determinar a formação e estabilidade dos complexos formados. 

Uma vez, que alguns complexos podem precipitar ou dissolver melhor em condições ácidas ou 

básicas. Foi avaliado a influência do pH utilizando tampões de pH 3 a 10, mantendo-se fixo o 

volume de 5 μL aplicado na extremidade do μTAD, Figura 56. 

Para este estudo, estamos avaliando a variação do ∆G em relação ao pH e buscamos 

identificar a maior variação possível. Observamos que os valores de pH entre 3 e 6 resultaram 

em uma resposta analítica inferior, enquanto pH de 7 e 9 apresentaram uma melhor resposta 

analítica, Figura 56. De modo visual, tem-se a Figura 57, em que mostra os fios em cada pH e 

sua condição com e sem metal. 

No entanto, para viabilizar a utilização do μTAD de maneira consistente, optou-se pelo 

uso do tampão pH 7. Isso foi escolhido com o objetivo de manter as condições ideais para a 

formação do complexo de interesse, garantindo uma resposta analítica mais estável e 

reprodutível ao longo dos experimentos. 
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Figura 55. Influência do pH para formação do complexo formado. Parâmetros experimentais: 
0,2 μL de B2COOH  2,5 g L-1, 10 μL de CMC 1% (m/v), 5 μL de tampão com pH variável, 15 
μL de solução padrão de Cu(II) 79 mg L-1, tempo de reação 25 minutos. 
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Fonte: autoria própria. 

Figura 56. Influência do pH para formação do complexo formado. Sendo a coluna esquerda 
referente aos brancos de cada pH e a coluna direita referente ao fio com a adição de cobre. 

 
Fonte: autoria própria. 
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3.3.  Método de validação 

3.3.1. Seletividade e Interferência 

 

O sistema μTAD foi avaliado ao teste de seletividade dos metais Pb(II), Ba(II), Ca(II), 

Cd(II), Na(I), K(I), Al(III), Cr(III), Fe(II), Fe(III), Cu(II), Hg(II), Mn(II), Co(II) e Ag(I) em pH 

7 e com concentração 1,25x10-3 mol L-1. 

De acordo com a Figura 58, observou-se que o cobre foi o único metal a apresentar uma 

reação detectável no ROI na câmera UV-LED. Embora o Fe(III) tenha mostrado uma alteração 

de coloração na extremidade esquerda, a área de interesse focada no ROI evidencia a 

seletividade específica para o cobre. 

O estudo de interferência foi conduzido com os metais Pb(II), Ba(II), Ca(II), Cd(II), 

Na(I), K(I), Al(III), Cr(III), Fe(II), Fe(III), Cu(II), Hg(II), Mn(II), Co(II) e Ag(I), além de D-

glicose e D-frutose, todas as soluções tiveram o pH ajustado para 7, na razão molar de 1:1. O 

erro relativo calculado (%) foi calculado utilizando a equação 1.  

Erro Relativo (%) = 
𝐺𝐶𝑢+𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒− 𝐺𝐶𝑢𝐺𝐶𝑢  x 100                                                                           (1) 

Os íons estudados, Figura 59, não apresentaram erro relativo superior a 8,3%. No 

entanto para os íons de Mn(II), Al(III) e Cr(III) nota-se erros relativos consideráveis. A partir 

do tratamento das imagens digitais, observou-se a redução da cor do microdispositivo para esses 

íons.  Esses íons não complexam quando estão sozinhos com a molécula, não há mudança 

fluorimetrica na resposta, no entanto a sua presença com o cobre ocasiona a redução da cor e a 

mudança na resposta analítica. Assim, quando os íons metálicos estão em solução junto com o 

cobre, eles podem competir pelas ligações com a molécula ligante, levando a mudança de 

coloração e consequentemente na mudança de cor [67]. 

O erro determinado para a D-glicose está relacionado ao fato de esse açúcar ser um 

redutor de Cu(II), o que faz com que o íon de cobre, originalmente com carga 2+, seja reduzido 

para 0 [68]. Esse processo resulta em uma perda na coloração, o que traz variações para os 

resultados.  
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Figura 57. Avaliação da seletividade. Parâmetros experimentais: 0,2 μL de B2COOH  2,5 g L-

1, 10 μL de CMC 1% (m/v), 5 μL de tampão pH 7, 15 μL de solução padrão de cada metal de 
concentração 1,25 x 10-3 mol L-1, tempo de reação 25 minutos. 

 
Fonte: autoria própria. 

Figura 58. Estudo da interferência na determinação de Cu(II) (n = 3). Parâmetros 
experimentais: 0,2 μL de B2COOH a 2,5 g L⁻¹, 10 μL de CMC a 1% (m/v), 5 μL de tampão 
pH, 15 μL de solução padrão contendo metais interferentes e íons de Cu(II), ambos a uma 
concentração de 1,25 x 10-3 mol L⁻¹, com tempo de reação de 25 minutos. 
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Fonte: autoria própria.  
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3.3.2. Linearidade, Limite de detecção e limite de quantificação  

A maneira mais comum de construir as curvas analíticas no sistema fluorimétrico é 

através da relação F/F0, onde F representa a fluorescência da amostra e F0 é a fluorescência do 

branco (que não contém o analito) [29]. Outra abordagem é utilizar a variação dos sinais brutos, 

expressa como ∆G = G0 – G, onde subtraímos o sinal da amostra do sinal do branco [26,54]. 

Por outro lado, na colorimetria, a relação mais utilizada é a logarítmica -log (I/I0), que compara 

a intensidade de radiação na presença do analito (I) com a intensidade de radiação na sua 

ausência (I0) [25].  

A linearidade do método foi investigada através dos parâmetros da curva analítica 

correlacionando o -log (G/G0) com a concentração de Cu(II) (mg L-1), e da diferença de 

intensidade inicial (G0) pela intensidade das amostras (∆G = G0 – G), dentro da faixa de trabalho 

de 1 a 50 mg L-1. A curva analítica resultante está representada na Figura 60, descrita pela 

equação -log (G/G0) = 0,00509[Cu(II)] – 0,00409 em A e ∆G = 1,30387[Cu(II)] – 2,35067 em 

B. Além disso, as imagens da curva analítica podem ser visualizadas na Figura 61.   

Este estudo proporciona uma avaliação da relação entre a intensidade do sinal 

colorimétrico e a concentração de cobre, essencial para assegurar a precisão e confiabilidade 

das análises realizadas. O coeficiente de correlação (r) apresentou valor igual a 0,9988 e o 

coeficiente de determinação (R²) foi de 0,9971, para a curva A, e r = 0,9986 e R²= 0,9964 para 

a curva B. Ambas as curvas apresentaram uma boa linearidade para o método, no entanto, 

visando a aplicação em uma gama maior de amostras, estudou-se os parâmetros da curva a fim 

de determinar os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), Tabela 11.  

O limite de detecção foi calculado usando a equação LD = 3 x σ/S e o LQ = 10 x σ/S, 

em que σ é o desvio padrão do branco, e S é a inclinação da curva analítica. O método de 

tratamento selecionado para os demais estudos foi aquele descrito por -log (G/G0) = 

0,00509[Cu(II)] – 0,00409, pois, embora sútil apresentou um menor LD e LQ.   

 

Tabela 11. Comparação dos parâmetros analíticos das curvas. 

Curva / Parâmetros -log (G/G0) = 0,0051[Cu(II)] – 0,0041 ∆G = 1,30 [Cu(II)] – 2,35 

r 0,9988 0,9986 

R² 0,9971 0,9964 

LD 0,20 mg L-1 0,29 mg L-1 

LQ 0,81 mg L-1 0,96 mg L-1 

Fonte: autoria própria. 
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Figura 59. Curva analítica preparada a partir da adição crescente de Cu(II) em uma faixa de 
trabalho 1 a 50 mg L-1, analisada em função do -log (G/G0) (A) e da diferença de intensidade 
inicial (G0) pela intensidade das amostras (∆G = G0 – G)(B). 

 

Fonte: autoria própria. 
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Figura 60. Curva analítica no μTAD para a molécula B2COOH em mg L-1. 

 

Fonte: autoria própria. 

 

A luminescência da molécula B2COOH foi avaliada usando espectrofluorometria no 

comprimento de onda de excitação em 436 nm, semelhante ao utilizado na câmara UV-LED. 

Para isso, em uma cubeta de quatro lados polidos, foram adicionados 30 µL da molécula 

B2COOH, 680 µL de tampão pH 7 e 2290 µL de água para o branco da análise.  

A Figura 62 apresenta os espectros obtidos para análise da molécula B2COOH. 

Observou-se uma fluorescência significativa no comprimento de onda utilizado, em 

concordância com os resultados do FDIB. Isso confirma a supressão do sinal fluorescente da 

molécula após reação com o cobre (II), evidenciando uma possível interação entre ambos. Além 

disso, é determinado o comprimento de onda de emissão em 522 nm, característico da cor verde, 

correspondente ao canal utilizado para o tratamento dos dados e que obtivemos melhores 

respostas analíticas.  
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Figura 61. Espectro de fluorescência com excitação em 436 nm para a molécula B2COOH. 
Condições experimentais: Tempo de integração 3s, tempo de reação 10 min. 
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Fonte: autoria própria. 

3.3.3. Precisão 

A precisão foi determinada pela repetibilidade (n =12) para três níveis de concentração, 

5, 15 e 50 mg L-1. Os resultados intradia e interdia são apresentados na Tabela 12, no qual os 

resultados do desvio padrão relativo (%RSD) foram inferiores a 5%, indicando boa 

repetibilidade dos dados, de acordo com a Association of Official Analytical Collaboration 

(AOAC)[69]. 

 

Tabela 12. Desvio padrão relativo (RSD) obtidos para análise de concentração de Cu(II) em 
três níveis de concentração (n = 12). 

Concentração 

(mg L-1) 

%RSD 

Intradia Interdia 

5 1,89 1,09 

15 3,19 2,13 

50 2,22 3,36 

Fonte: Autoria própria.   
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3.3.4. Exatidão  

 A exatidão do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperação em quatro níveis 

de concentração (5, 10, 30 e 45 mg L⁻¹) para amostras de água de torneira, água deionizada 

(Milli-Q), água mineral, 4 marcas diferentes de cachaça e chá de maçã in natura. Os resultados 

de recuperação variaram de 96,7% a 119,5%, permanecendo dentro da faixa aceitável de 80% 

a 120%, conforme recomendado pela AOAC [69], Tabela 13.  

O coeficiente de variação (CV) variou de 1,2% a 8,5%, com todas as amostras 

apresentando CV abaixo de 10%, o que demonstra a boa precisão do método, mesmo para 

amostras de matrizes complexas, como água de torneira, mineral, chá e cachaça. 
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Tabela 13. Determinação de Cu(II) em amostras reais utilizando o FDIB a partir do teste de 
recuperação. 

Amostra 
Add / Encontrado/ Recuperação /  Coeficiente de Variação /  
mg L-1 mg L-1 % % 

Água 

Torneira 

5,00 5,40 ± 0,3 109  5,70 
10,00 11,0 ± 0,3 110 3,00 
30,00 33,8 ± 1,8 113  5,40 
45,00 44,2 ± 0,5 98  1,20 

Deionizada 

5,00 4,90 ± 0,3 98 6,20 
10,00 10,7 ± 0,5 108  5,30 
30,00 28,7 ± 0,8 96 3,00 
45,00 45,4 ± 0,9 101 2,00 

Mineral 

5,00 4,90 ± 0,3 98 6,20 
10,00 11,9 ± 0,6 119  4,90 
30,00 30,2 ± 1,1 101 3,80 
45,00 44,2 ± 0,5 98  1,20 

Cachaça 

C1 

5,00 5,10 ± 0,3 102 6,00 
10,00 11,9 ± 0,6 119  4,90 
30,00 32,7 ± 0,8 109  2,40 
45,00 45,1 ± 1,4 100  3,10 

C2 

5,00 4,90 ± 0,3 98  6,20 
10,00 11,9 ± 0,6 119 4,90 
30,00 32,2 ± 2,2 107 6,80 
45,00 46,1 ± 0,5 102 1,20 

C3 

5,00 5,10 ± 0,3 102  6,00 
10,00 11,9 ±1,0 119  8,50 
30,00 33,8 ± 1,2 113 3,60 
45,00 44,2 ± 1,1 98 2,40 

C4 

5,00 5,10 ± 0,3 102 6,00 
10,00 10,8 ±0,6 108  5,30 
30,00 29,2 ± 1,1 97 3,90 
45,00 46,1 ± 0,5 102  1,20 

Chá de 
maçã 

T1 

5,00 5,40 ± 0,3 109  5,70 
10,00 10,6 ± 0,3 106  3,10 
30,00 33,8 ± 0,9 113  2,70 
45,00 43,9 ± 1,4 98  3,20 

Fonte: autoria própria. 

3.4.  Comparação com o método de referência  

As amostras de água, três marcas de cachaça e o chá de maçã foram analisados em três 

níveis de concentração (5, 10 e 45 mg L⁻¹) utilizando o método de referência (FAAS) e o método 

proposto (FDIB). A tabela 15 (anexo II) apresenta a comparação dos parâmetros analíticos de 

ambos os métodos.   



139 

 

 

A recuperação obtida pelo método de referência variou entre 89% e 125%, enquanto 

pelo método proposto, foi de 96% a 119%. Ambas as técnicas demonstraram uma boa faixa de 

recuperação para as amostras, confirmando a confiabilidade dos resultados e a aplicabilidade 

do método proposto para as diferentes matrizes analisadas. O FAAS apresentou uma faixa de 

trabalho mais restrita em comparação ao FDIB, o que favorece a análise de amostras de baixa 

concentração, mas exige uma etapa de preparo mais elaborada para amostras mais concentradas. 

Ambos os métodos demonstraram excelente linearidade, com R² superiores a 0,990. A 

comparação entre ambos os métodos, pode ser vista na Tabela 13, Anexo II, e as curvas 

analíticas para o método de referência na Figura 67, Anexo II. 

Os resultados para a quantificação de Cu(II) são apresentados na Tabela 14. Os erros 

relativos entre os dois métodos variaram de 0,23% a 10,1%, indicando boa exatidão para todas 

as amostras analisadas e consistência nos resultados experimentais. Além disso, o coeficiente 

de variação (CV) foi calculado para ambos os métodos, com valores variando entre 0,1% e 

11,5%. 

Para validar esses resultados, utilizou-se o software GraphPad Prism realizando-se o 

Teste-F e o Teste-T pareado, ambos com nível de confiança de 95% (n = 3). Os testes avaliaram 

as médias dos dois métodos para as mesmas amostras e a variância. As amostras foram divididas 

em três grupos: água, cachaça e chá. Os testes demonstraram concordância entre os métodos 

em todos os grupos, com valores de p calculados superiores ao valor de p de referência (0,005), 

indicando que não houve diferença significativa entre os métodos nas concentrações analisadas. 

Além disso, os valores críticos de T e F foram superiores aos valores calculados, reforçando a 

ausência de diferenças estatísticas entre os métodos. 

Assim, o método proposto mostrou-se comparável ao método de referência, 

apresentando vantagens adicionais, como portabilidade, custo reduzido e maior praticidade. 

Além disso, comparações com trabalhos da literatura também confirmam a viabilidade do 

método proposto, Tabela 14.  

O método μTAD FDIB proposto neste trabalho apresenta uma abordagem inovadora 

para a detecção de íons Cu(II), sendo comparável a métodos previamente estabelecidos na 

literatura, conforme mostrado na Tabela 17. Observa-se que os métodos DIB e μTAD DIB 

exibem faixas de trabalho relativamente estreitas e limites de detecção baixos. Em contraste, o 

presente estudo se destaca pela combinação entre as técnicas μTAD e FDIB, que, ao basear-se 

na fluorescência, oferece vantagens como miniaturização das análises, redução do volume de 
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reagentes e amostras, além de possibilitar a aplicação em amostras diversas, como água, 

cachaça e chá de maçã. 

Adicionalmente, a etapa de pré-concentração utilizando CMC melhora 

significativamente a sensibilidade do método, abrindo caminhos para futuras otimizações. 

Embora o limite de detecção obtido seja próximo aos estudos da literatura, foi possível 

determinar uma faixa linear de trabalho de 1 a 50 mgL-1, sendo adequada para amostras com 

concentrações baixas e mais elevadas de cobre (II). Além disso, por se tratar de um método 

utilizando um novo sensor, demonstra uma sensibilidade competitiva em relação aos métodos 

já existentes. Ademais, o uso do smartphone destaca os trabalhos, tornando-os mais acessíveis 

e práticos, o que facilita nas análises em campo. Assim, a combinação do novo sensor a partir 

da molécula da classe bis-iminas, o baixo consumo de reagente e de amostra, torna o método 

inovador e aplicável na análise de cobre (II).   
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Tabela 14. Determinação de cobre em amostras pelo método de referência e pelo método proposto. 

AMOSTRA 
Adicionado  

/ mg L-1 
Método | Erro Relativo |  

/ % 
Test t tc

a Test F Fc
b 

FAAS / mg L-1 FDIB / mg L-1 

Água 

Torneira 

5,00 5,00 ± 0,01 5,40 ± 0,3 7,98 

1,641         
p-valor: 
0,1129 

2,056 
0,0005       
p-valor: 
0,9830 

2,980 

10,0 10,0 ± 0,01 11,0 ± 0,3 10,1 

45,0 45,7 ± 0,04 44,2 ± 0,5 3,20 

MilliQ 

5,00 5,00 ± 0,02 4,90 ± 0,3 2,30 

10,0 10,1 ± 0,04 10,7 ± 0,5 6,37 

45,0 45,5 ± 0,02 45,4 ± 0,9 0,23 

Mineral 

5,00 5,00 ± 0,03 4,90 ± 0,3 2,21 

10,0 10,2 ± 0,05 11,9 ± 0,6 7,59 

45,0 43,5 ± 0,01 44,2 ± 0,5 1,57 

Cachaça 

C1 

5,00 4,50 ± 0,03 5,10 ± 0,3 9,62 

0,458         
p-valor: 
0,6508 

2,056 
0,0016       
p-valor: 

1,0 
2,980 

10,0 11,9 ± 0,20 11,9 ± 0,6 0,64 

45,0 43,3 ± 0,07 45,1 ± 1,4 4,32 

C2 

5,00 5,00 ± 0,01 4,90 ± 0,3 0,73 

10,0 11,0 ± 0,42 11,9 ± 0,6 9,07 

45,0 44,5 ± 0,22 46,1 ± 0,5 3,42 

C3 

5,00 5,40 ± 0,04 5,10 ± 0,3 5,75 

10,0 11,5 ± 0,07 11,9 ±1,0 3,62 

45,0 46,1 ± 0,02 44,2 ± 1,1 4,04 

Chá de 
maça   

T1 

5,00 5,00 ± 0,01 5,10 ± 0,3 8,43 0,06538                 
p-valor: 
0,9495 

2,11 
0,00004                
p-valor: 

1,0 
3,640 10,0 9,80 ± 0,01 10,8 ±0,6 7,92 

45,0 45,1 ± 0,01 46,1 ± 0,5 2,59 

a- T crítico b – F crítico  
Fonte: autoria própria 
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Tabela 15. Comparação entre o método proposto e outros estudos reportados na literatura. 
Método 
analítico  

Amostra 
Faixa linear 

mg L-1 
Detector 

LD 
g L-1 

Ref. 

DIB 
Cachaça  
Whiskies 
Tequila  

0,25 – 6,75  Smartphone 0,18 [7] 

DIB Cachaça 2,0 – 13,0  Smartphone 0,034 [70] 
DIB Solução aquosa 5,0 – 571,9  Smartphone 0,08 [71] 

FDIB Cachaça 2,0 – 7,22  Smartphone 0,23 [32] 
μTAD/DIB Cachaça  3 – 25  Scanner 1,6 [72] 
μTAD/DIB Água 1 – 10 Smartphone 0,23 [1] 
μTAD/DIB Cachaça 1 – 12 Smartphone 0,21 [1] 

μTAD/FDIB 

Água 

1 – 50 Smartphone 0,20 
Este 
trab. 

Cachaça 

Chá de maça 

Fonte: autoria própria a partir das referências 7, 70, 71, 32,72 e 1. 

 

4. CONCLUSÃO 

O dispositivo microfluídico desenvolvido, utilizando fio de algodão, bis-tiocarbazona 

B2OOH como sensor fluorescente e CMC para pré-concentração, demonstrou ser uma solução 

eficaz para a determinação de Cu(II) em amostras de água, cachaça e chá de maçã. O método 

se destaca por oferecer baixos limites de detecção (0,24 mg L-1) e quantificação (0,81 mg L-1), 

além de uma faixa de trabalho linear (1 a 50 mg L-1). Com vantagens como alta sensibilidade, 

baixo consumo de reagentes e amostras, e a ausência de necessidade de equipamentos 

sofisticados, o dispositivo se mostrou econômico e facilmente transportável para análises em 

campo.  

A validação por meio de comparação com o método FAAS confirmou a confiabilidade 

do método, sem diferenças estatísticas significativas e com erros relativos inferiores a 10%. A 

reação inédita que acopla μTAD/FDIB para determinação de Cu(II), baseada na bis-

tiocarbazona sintetizada, reforça a inovação do trabalho, oferecendo alta seletividade e 

sensibilidade para o íon de cobre em pH 7. Ademais, este método representa uma alternativa 

promissora para análises rápidas, de baixo custo e portáteis, com potencial aplicação em 

monitoramento ambiental e controle de qualidade em diversas matrizes.  
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ANEXO II  

 

Fonte: Sousa, 2021 

Fonte: Sousa, 2021. 
 

m/z 

Figura 62. Espectro no IV (reflectância) da bis-tiocarbazona (B2COOH). 

Figura 63. Espectro de massas (1E, 70eV) da bis-tiocarbazona (B2COOH). 
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Fonte: Sousa, 2021 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 64. Espectro de RMN de 1H (300,069 MHz; DMSO; ∂DMSO 2,49) da bis-tiocarbazona. 
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Fonte: Sousa, 2021. 

 

Tabela 16. Tabela Comparativa entre os métodos estudados para determinação de Cu2+ 

Parâmetros analíticos  
Método   

FAAS¹ FAAS² FDIB 

Faixa linear (mg L-1) 0,5 - 6 0,5 - 6 1,0 - 50 

R² 0,9988 0,9997 0,9971 

LD (mg L-1) 0,046 0,047 0,20 

Recuperação (%)a 96 - 102 89 - 125 96 - 119 

¹ matriz aquosa; ² matriz alcoólica   
Fonte: autoria própria.  
 

Figura 65. Espectro de RMN de 13C (75,459 MHz; DMSO; ∂DMSO 39,5) da bis-tiocarbazona 
(B2COOH). 



154 

 

 

Figura 66. Curva analítica para matriz aquosa (A) e matriz alcoólica (B) através do método de 
referência FAAS. 

 

Fonte: autoria própria. 
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CÁPITULO V 

 

DISPOSITIVO μTAD BASEADO EM BIS-TIOCARBAZONA PARA DETECÇÃO E 

QUANTIFICAÇÃO DE COBALTO EM ÁGUA VIA ANÁLISE DE DIGITAL  
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INTRODUÇÃO 

O cobalto é um metal que desempenha um papel vital não apenas em aplicações 

industriais [1–4], mas também em processos biológicos humanos essenciais [5,6]. 

Biologicamente, o cobalto é indispensável como componente central da vitamina B12 

(cianocobalamina), que é essencial para a saúde humana. Essa vitamina facilita a síntese de 

DNA, a produção de glóbulos vermelhos e a função neurológica, ressaltando a importância do 

cobalto como micronutriente [5,6]. No entanto, apesar de sua importância, a exposição a 

espécies inorgânicas de cobalto além dos níveis recomendados pode levar a efeitos tóxicos, 

incluindo miocardiopatia, hipotireoidismo e distúrbios neurológicos [7–9]. A dualidade do 

cobalto como nutriente vital e possível toxina destacou a importância de monitorar e quantificar 

seus níveis em sistemas ambientais e biológicos [10–14]. 

A contaminação ambiental por cobalto provém de fontes naturais e antropogênicas 

[11,15]. Enquanto processos naturais, como a intemperização de rochas que contêm cobalto e 

emissões vulcânicas, liberam cobalto no ambiente, as atividades industriais continuam sendo 

os principais contribuintes para seus níveis elevados [11,15]. Essas indústrias incluem 

mineração, fundição, a fabricação de ligas e a produção de baterias recarregáveis – uma 

demanda que aumentou devido à transição global para tecnologias de energia verde. Como 

resultado, a poluição por cobalto na água, solo e cadeias alimentares representa riscos 

crescentes para os ecossistemas e a saúde humana [16–19]. De fato, o excesso de cobalto na 

água, alimento ou solo pode resultar em bioacumulação e biomagnificação, agravando sua 

toxicidade [4,8,20,21].  

Para mitigar esses riscos, órgãos reguladores internacionais e nacionais estabeleceram 

diretrizes para controlar as concentrações de cobalto em várias matrizes. A Organização 

Mundial da Saúde (OMS) enfatiza o monitoramento do cobalto como parte dos perigos 

químicos na água potável, mas não definiu um limite global específico, refletindo suas 

concentrações geralmente baixas em condições típicas. No entanto, o cobalto ainda deve ser 

gerido para prevenir a contaminação ambiental e riscos à saúde pública. No Brasil, o Conselho 

Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) [22] estabelece as concentrações máximas de cobalto 

na água em 0,05 mg L-1 (50 µg L-1) para águas doces de Classe I e 0,2 mg L-1 (200 µg L-1) para 

a Classe III. A Diretriz de Saúde do EWG (Environmental Working Group) estabeleceu 70 µg 

L-1 de cobalto como um limite tolerável para água potável. [23] 

Nesse contexto, vários métodos analíticos têm sido empregados para a detecção de 

cobalto. Esses métodos incluem técnicas como espectrofotometria [24–26], espectrometria de 
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absorção atômica (FAAS) [27–30], e espectrometria de massas com plasma induzido por 

acoplamento (ICP-MS) [31–33]. Embora esses métodos ofereçam alta sensibilidade e precisão, 

muitas vezes estão associados a limitações significativas, incluindo a necessidade de 

equipamentos caros e uma preparação de amostras trabalhosa. Isso reduz sua viabilidade para 

análises no local ou em tempo real, particularmente em ambientes remotos ou com recursos 

limitados. Assim, os avanços recentes em química analítica têm se concentrado no 

desenvolvimento de métodos alternativos que sejam mais econômicos, portáteis e ecológicos 

[33,34]. Dentre eles, a detecção colorimétrica utilizando métodos baseados em imagens digitais 

(DIB) [35-44], tem sido utilizada para diversas aplicações, como: detecção de adulterantes no 

leite [34,35], aminas biogênicas em alimentos [36,37], contaminantes em bebidas [38–40], 

amostras forenses [41–43], acidez de frutas [44,45], metais em águas ambientais [46], 

surfactantes em águas ambientais e outras matrizes [34,47,48].  

O método DIB [34,49] é baseado na captura de imagens de reações colorimétricas 

utilizando câmeras digitais [50], smartphones [42,45], webcams [51], scanners [52] como os 

dispositivos digitais mais utilizados. 

Dispositivos Analíticos Baseados em Papel Microfluídico (μPADs) representam um 

avanço significativo na química analítica, oferecendo várias vantagens, como a redução das 

necessidades de reagentes e amostras, tempos de processamento rápidos e alta portabilidade. 

Essas características os tornam particularmente adequados para aplicações em campo [53–57]. 

No entanto, o papel como substrato tem uma limitação: ele requer padronização para definir os 

canais do dispositivo. Para resolver essa desvantagem, um substrato alternativo ganhou 

popularidade: o fio. Essa inovação, conhecida como Dispositivo Analítico Microfluídico 

Baseado em Fio (μTAD), oferece uma solução promissora [58–63]. Dispositivos baseados em 

algodão se destacam como uma opção sustentável e de baixo custo; sua biodegradabilidade, 

baixo custo de produção e excelentes propriedades absorventes proporcionam benefícios 

ambientais e econômicos. Especificamente projetados para análise no local, os μTADs 

baseados em algodão são altamente aplicáveis em áreas críticas, como monitoramento 

ambiental, vigilância da saúde pública e avaliações de segurança alimentar [61,63–67]. Além 

disso, os μTADs são ideais para integração com análise baseada em Imagem Digital (DIB), 

criando uma abordagem poderosa para detecção química. A distribuição uniforme de reagentes 

e as mudanças de cor durante as reações químicas facilitadas pelos μTADs podem ser 

capturadas e quantificadas por meio da análise DIB. Essa combinação permite uma análise 

portátil, rápida e altamente sensível no local, com uso mínimo de reagentes, baixo custo e ampla 
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versatilidade em diversas aplicações. Nesse contexto, diversos estudos têm sido dedicados ao 

desenvolvimento de novos sensores colorimétricos para detecção de cobalto em diferentes tipos 

de amostras. Entre as várias abordagens, classes específicas de ligantes quelantes têm ganhado 

destaque, incluindo bases de Schiff, derivados de rodamina, compostos azo e cumarinas[68–

71].  

As bis-tiocarbazonas são consideradas uma opção promissora para o desenvolvimento 

de sensores voltados para a detecção e quantificação de íons de cobalto  [63–65]. Sua estrutura 

única, com grupos bis-imina e tiocarbonila, acredita-se que facilite a formação de complexos 

metálicos altamente estáveis com Co²⁺, potencialmente resultando em mudanças colorimétricas 

significativas e maior sensibilidade [72–74]. A capacidade das bis-tiocarbazonas de formar 

esses complexos está enraizada em seu sistema conjugado, que promove uma forte coordenação 

com os íons de cobalto. Essa propriedade as torna candidatas ideais para aplicações em química 

analítica, particularmente no desenvolvimento de sensores colorimétricos capazes de detectar 

cobalto de forma seletiva. À luz de suas vantagens químicas e estruturais, a exploração das bis-

tiocarbazonas para a detecção seletiva e sensível dos íons Co²⁺ é de considerável interesse. Esses 

compostos não só oferecem potencial no desenvolvimento de sensores, mas também estão 

alinhados com os princípios da química verde quando sintetizados utilizando catalisadores e 

solventes ambientalmente amigáveis [72–74].  

Este estudo apresenta, pela primeira vez, o desenvolvimento de um μTAD que incorpora 

bis-tiocarbazonas como sensores colorimétricos seletivos para a detecção e quantificação de 

Co²⁺. Utilizando a abordagem baseada em Imagem Digital (DIB), esse método inovador 

combina as propriedades únicas de ligação metálica das bis-tiocarbazonas com a alta 

sensibilidade e especificidade dos μTADs, oferecendo detecção rápida e precisa de cobalto. 

Essa abordagem oferece várias vantagens, incluindo o uso reduzido de reagentes e amostras, 

combinado com equipamentos portáteis e de fácil manuseio. Essas características tornam-na 

particularmente adequada para análises no local e monitoramento em tempo real. Além disso, 

o processo de síntese segue os princípios da química verde, utilizando solventes 

ambientalmente amigáveis, garantindo impacto ecológico mínimo. Bis-tiocarbazonas, μTADs 

e análise DIB representam um passo promissor para o avanço de sensores sustentáveis e 

eficientes para detecção de Co²⁺.  
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2. MATERIAL E METODOS  

2.1. Preparação das soluções e amostra 

Todas as soluções foram preparadas utilizando água deionizada (resistividade > 18,0 

MΩ · cm) do sistema Milli-Q® Millipore, Bedford (EUA). As soluções de íons metálicos foram 

preparadas em uma concentração de 1,25 × 10⁻³ mol L⁻¹ utilizando reagentes de alta pureza da 

Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As soluções tampão com diferentes valores de pH foram 

preparadas utilizando reagentes específicos: tampões de citrato (pH 3, 4 e 5) com citrato de 

sódio diidratado e ácido cítrico; tampões de fosfato (pH 6 e 7) com Na₂HPO₄·7H₂O e 

NaH₂PO₄·4H₂O; e tampões em pH 8 e 9 com tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), com pH 

ajustado utilizando HCl concentrado. Ajustes finais foram feitos com soluções de HCl ou NaOH 

e medidos com um medidor de pH de bancada (Mettler Toledo, EUA). 

A solução da molécula B-2OH foi preparada dissolvendo-a em dimetilsulfóxido 

(DMSO) a uma concentração de 2 g L⁻¹. As suspensões de carboximetilcelulose (CMC) a 1%, 

2% e 3% m/v foram preparadas em água Milli-Q, aquecidas a 60°C por 20 minutos sob agitação 

a 5000 rpm. 

A solução estoque de íons de cobalto foi preparada dissolvendo 0,0297 g de CoCl₂·6H₂O 

em 100 mL de água deionizada. O fio de algodão, adquirido em Viçosa, foi preparado seguindo 

Oliveira et al. [40], sendo lavado em uma solução fervente de Na₂CO₃ por 10 minutos, 

enxaguado com água Milli-Q até pH neutro e seco à temperatura ambiente. 

2.2. Caracterização do fio de algodão 

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi realizada 

no modo ATR (Reflexão Total Atenuada) utilizando um espectrofotômetro RockSolid™, com 

uma faixa de varredura de 4000 a 400 cm⁻¹, resolução de 0,5 cm⁻¹, precisão de ± 0,2 cm⁻¹ e um 

laser de diodo como fonte. 

A caracterização térmica do μTAD (F_B2OH_CMC_tampão pH8_Co2+) foi realizada 

na faixa de temperatura de 30°C a 700°C, com uma taxa de aquecimento de 10°C por minuto. 

O experimento foi realizado sob uma atmosfera de nitrogênio com um fluxo constante de 50 

mL min⁻¹, utilizando o analisador térmico PerkinElmer STA 6000. 
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2.3. Método DIB 

As análises utilizando o método DIB para colorimetria são baseadas em fenômenos de 

reflectância [75,76], uma vez que a cor capturada é a radiação refletida, e não a radiação 

absorvida, como é medida na espectrometria. Para obter o sinal analítico, softwares e/ou 

aplicativos para decompor a imagem digital em valores de cor utilizam os sistemas de cor HSV 

[77], HSB [78], CMYK, CMY, escala de cinza [79] e RGB [44]. Alguns desses softwares são: 

ImageJ [13,80], PhotoMetrix Pro [81], ColorX [82], Color Grab sendo todos de uso gratuito. O 

sistema de cor mais amplamente utilizado é o sistema RGB, pois é um sistema simples e fácil 

de usar, já que combina os três canais: vermelho (R), verde (G) e azul (B), variando de 0 a 255 

para cada canal [45,75,83].  

Para as análises pelo método DIB, o aparelho de suporte das amostras deve ser inserido 

ou conter reagentes seletivos para evitar reações indesejadas com os analitos. Por isso, papéis 

[84,85], cerâmicas [86,87], polímeros [45,88] e vidros [89] são os mais utilizados. Contudo, 

para obter dados precisos e exatos, é necessário utilizar uma câmara fechada com luz branca 

homogênea [39,88,90,91].   Nesse contexto, foi utilizada uma câmara feita de acrílico e 

estireno-butadieno acrilonitrila (ABS), com dimensões de 24 x 24 x 22 cm, para a obtenção das 

imagens digitais. Além disso, na parte superior interna, há LEDs brancos alimentados por uma 

fonte de 5 V / 1 A, usados para fornecer luz uniforme e homogênea para capturar imagens 

digitais adequadas. Por outro lado, na base interna, há um suporte de madeira com dimensões 

de 17,8 x 8,2 x 4 cm que foi utilizado para ajustar a distância focal. Além disso, na parte externa, 

foi feito um buraco de 2 cm de diâmetro para acoplar um smartphone de 50 megapixels (Xiaomi 

Redmi Note 11) e obter as imagens digitais do μTAD, como mostrado na Figura 68. Após a 

captura das imagens, elas foram decompostas utilizando os dados RGB com o aplicativo Color 

Grab e/ou o software Image J. 

2.4. Síntese de Bis-Tiocarbazona 

Com base na síntese descrita porLi et al. (2011)[73], e em trabalhos anteriores, a bis-

tiosemicarbazona B2OH foi sintetizada. Para isso, 0,5 mmol de tiosemicarbazida e 1 mmol de 

2-carboxibenzaldeído foram utilizados como substratos, e ácido acético (30 mol %) foi usado 

como catalisador. A reação foi realizada em uma mistura de solventes de água e etanol na 

proporção de 1,5:1,3. A mistura foi agitada por 3 horas a 110 ºC (Figura 69). Após a reação, o 

produto (B-2OH) foi isolado por filtração e purificado por recristalização com uma mistura de 

água e etanol. 
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Figura 67. Aparato desenvolvido para captura de imagens utilizando o método DIB, com um 
smartphone posicionado na parte superior da caixa. O μTAD é centralizado na base de madeira 
para garantir o alinhamento com o foco da câmera, enquanto o LED proporciona iluminação 
controlada, garantindo precisão na aquisição das imagens. 

 

Fonte: autoria própria. 

 

Figura 68. Síntese da bis-tiosemicarbazona B-2OH a partir da reação entre 2-
carboxibenzaldeído e tiosemicarbazida, utilizando ácido acético e etanol como catalisadores. 

 

Fonte: autoria própria. 
 

2.5. Caracterização da molécula  

A massa das bis-tiocarbazonas foi determinada utilizando um espectrômetro de massas 

GC/MS QP2010 (SHIMADZU). O equipamento operou com as temperaturas da fonte de íons 

e da interface mantidas a 300 °C por 15 minutos, enquanto o espectro de massas foi registrado 

na faixa de 35 a 700 m/z.  

Os espectros de infravermelho (IV) foram coletados utilizando um espectrômetro 

Varian 660 FTIR, equipado com um acessório GladiATR, na faixa de 4000 a 450 cm⁻¹.  

O ponto de fusão foi medido com um dispositivo PF 1500 FARMA (GEHAKA), 

aplicando uma taxa de aquecimento de 0,5 °C/min.  
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Os espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) para hidrogênio (¹H) e carbono 

(¹³C) foram obtidos em um espectrômetro Varian Mercury 300 MHz (B₀ = 7T), operando a 

300,069 MHz para ¹H e 75,459 MHz para ¹³C, respectivamente, utilizando DMSO-d₆ como 

solvente deuterado. 

 

2.6. Detecção de íons de cobalto por μTAD 

Seguindo a metodologia descrita por De Oliveira et al. [40], um fio de algodão de 5 cm 

foi fixado em uma fita adesiva dupla face de 6 cm. A região de interesse (ROI), localizada no 

centro de 3 cm do fio, foi tratada com 0,3 μL de B2OH (2 g L⁻¹) e 10 μL de CMC (1%). Na 

extremidade esquerda do fio, foram adicionados 5 μL de tampão pH 8 e 15 μL da amostra 

contendo íons de cobalto, conforme ilustrado na Figura 70. Um período de secagem de 10 

minutos à temperatura ambiente foi realizado após cada aplicação para garantir a estabilidade 

completa dos reagentes utilizados. 

 

Figura 69. Dispositivo μTAD para detecção de Co²⁺, composto por uma fita dupla face de 5 
cm com uma região de interesse (ROI) de 3 cm onde ocorre a reação colorimétrica. 

 
Fonte: autoria própria. 

 

2.9. Otimização do método  

Os parâmetros otimizados para a determinação de cobalto incluíram pH (de 3 a 9), 

concentração de CMC (de 1% a 3%), volume de CMC (de 0 a 25 μL), volume da amostra (de 

5 a 30 μL), concentração de B-2OH (de 0,5 a 2 g L⁻¹) e tempo de reação (de 5 a 60 min). 

2.10. Parâmetros analíticos  

Com base no método otimizado, foram avaliados os indicadores de mérito, incluindo 

seletividade, interferência (razão 1:1), curva de calibração, limite de detecção (LD), limite de 
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quantificação (LQ) e precisão inter- e intra-dia para concentrações de cobalto de 10, 50 e 80 μg 

L⁻¹. Além disso, estudos de recuperação foram realizados utilizando amostras de água mineral 

e água da torneira, spiked com cobalto em três níveis de concentração (10, 50 e 80 μg L⁻¹). 

Todas as análises foram conduzidas de acordo com os padrões estabelecidos pela ANVISA 

(2017) [92].  

Para o cálculo dos interferentes, foi usada a Equação 1 para determinar o erro relativo. 

Esse cálculo leva em consideração tanto o sinal do canal B com cobalto e o interferente, quanto 

o sinal do canal B apenas para cobalto:  

Erro relativo (%) = 
BCo+interferente  - BCoBCo  x 100                                                                                            (1) 

O limite de detecção (LD) foi determinado por 3 vezes o desvio padrão da solução em 

branco (σ) dividido pela inclinação da curva analítica (S), conforme mostrado na Equação 2. O 

limite de quantificação (LQ) é calculado pela Equação 3: 

 

LD = 3* σ
S

                                                                                                                                                (2) 

LQ = 10* σ
S

                                                                                                                                                (3) 

3. RESULTADOS 

3.1. Caracterizações 

3.1.1. Caracterizações da molécula B-2OH 

A molécula B-2OH tem uma massa molar de 314,08 g mol⁻¹, é um sólido verde claro, 

apresentou um rendimento de 77% na reação e tem uma faixa de fusão entre 187,6 e 188,7 ºC.  

EM m/z (abundância em %): 314 (24, M+.), 120 (100), 65 (92) (Figura 81, anexo III).  

FTIR (cm-1): ν max (cm-1): 3138, 2981, 1556, 1278, 953, 743 (Figura 82, anexo III).  

RMN de 1H (300,069 MHz; DMSO-d6, δDMSO 2,49): δ (integração, multiplicidade, 

atribuição, constante de acoplamento) 12,02 (1H, sl, δN-H); 11,89 (1H, sl, δN-H); 11,61 (1H, 

sl, δO-H,); 10,03 (1H, sl, δO-H); 8,74 (1H, sl, H2); 8,52 (1H, sl, H9); 8,06 (1H, sl, H4); 7,41 

(1H, sl, H15); 7,28 (2H, t, H6 e H13, 7,7 Hz); 6,91 (4H, d, H5, H7, H12 e H14, 7,9 Hz) (Figura 

83, anexo III).  
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RMN de 13C (75,459 MHz; DMSO-d6; δDMSO 39,5): δ (atribuição):174,4 (C1); 157,1 

(C8 e C11); 149,4 (C2 e C9); 141,2 (C6 e C13); 131,5 (C4 e C15); 126,9 (C5 e C14); 119,4 (C7 

e C12); 116,4 (C3 e C10). (Figura 84, anexo III). 

3.1.2. Caracterização do μTAD 

3.1.2.1. Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier  

No espectro de FTIR do fio de algodão (FdA), Figura 71, observam-se números de onda 

característicos do material, como o estiramento O–H em 3318 cm⁻¹, proveniente da hidroxila 

da celulose. Também são determinados os estiramentos correspondentes aos grupos C–H, 

presentes na estrutura, em 2888 cm⁻¹, típicos de cadeias alifáticas, além das deformações do 

grupo C–H em 1368 cm⁻¹. 

Além disso, no número de onda 1634 cm⁻¹, observa-se uma deformação provavelmente 

proveniente da água absorvida durante o processo de lavagem do fio. Já os números de onda 

em 1310 cm⁻¹, 1004 cm⁻¹ e 888 cm⁻¹ podem ser associados aos estiramentos C–O e C–O–O, 

presentes na celulose. 

O espectro de FTIR para o fio contendo a molécula, tampão, CMC e cobalto apresentou 

alguns deslocamentos e números de onda característicos da molécula. As bandas em 3326 cm⁻¹ 

e 1634 cm⁻¹ são típicas do estiramento N–H e C=N, presentes em sua estrutura. 

Além disso, ocorreu um deslocamento na banda relacionada ao estiramento C–O–C, que 

se deslocou para 1007 cm⁻¹. O espectro na região IV indica uma incorporação adequada dos 

reagentes ao fio de algodão, além da possível presença de uma banda característica da inserção 

de Co(II) na estrutura, representada pela banda em 954 cm⁻¹, que pode estar relacionada às 

vibrações entre o metal e o ligante. 

3.1.2.2. Análise termogravimétrica 

A análise termogravimétrica (Figura 72) revela duas etapas de perda de massa com três 

eventos de decomposição na faixa de temperatura entre 30 ºC e 700 ºC. O primeiro ocorre entre 

110 ºC e 214 ºC, indicando a perda de moléculas de água, com uma redução de massa de 12,1% 

[40]. Na segunda etapa, entre 248 ºC e 395 ºC, há uma perda expressiva de 73,8%, associada à 

liberação de CO a 340,8 ºC, também evidenciada pelo DTG. Acima de 408 ºC, não há perdas 

significativas de massa. 
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Figura 70. Espectro infravermelho para o fio de algodão (FdA) e para o fio contendo a molécula 
2,5 g L-1, CMC (1%), tampão pH 8 e Co(II) utilizado para construção do dispositivo μTAD. 
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Fonte: autoria própria. 

Figura 71. Curva de TG e DTG para decomposição térmica do μTAD contendo 
molécula B2OH, CMC, tampão pH 8 e Cobalto (50 mg L-1). 
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Fonte: autoria própria. 
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3.2.  Otimização do método 

3.2.1. Concentração de CMC 

A concentração de CMC foi estudada variando de 1% a 3% e analisada qualitativamente. 

No dispositivo μTAD, 0,3 μL de B-2OH e 10 μL de CMC foram adicionados à ROI, juntamente 

com 5 μL de tampão de pH 8 e 15 μL de cobalto (73 mg L⁻¹) na extremidade esquerda. Após 

um tempo de reação de 10 minutos, as imagens foram capturadas.  

Como mostrado na Figura 73, na concentração de 3%, a barreira que deveria ter sido 

formada pelo CMC foi quebrada, fazendo com que a amostra fosse arrastada ao longo do fio. 

Essa ruptura pode ser associada ao aumento da viscosidade na ROI, o que dificulta a formação 

de uma barreira adsorvente para a formação localizada do complexo. Na concentração de 2%, 

a concentração foi insuficiente, resultando em uma ROI reduzida. Em contraste, a concentração 

de 1% de CMC mostrou a melhor resposta, pois a ROI permaneceu uniforme e a barreira não 

foi quebrada. 

 

Figura 72. Estudo da concentração de CMC para a formação de uma barreira adsorvente para 
a formação do complexo entre a molécula e o cobalto (II). 

 

Fonte: autoria própria.  

3.2.2.  Volume de CMC 

O volume de CMC foi estudado variando de 0 a 25 μL, conforme mostrado na Figura 

74. Qualitativamente, observa-se que a adição de CMC é significativa, pois na ausência de 

CMC não é formada nenhuma barreira para a reação ocorrer na ROI, como visto quando o 

volume de CMC é zero. No entanto, volumes baixos (5 μL) também são ineficazes, pois formam 

uma barreira fraca, permitindo que a amostra passe.  

Quando 10 μL de CMC são usados, uma ROI bem definida é formada, e a intensidade 

do canal B é reduzida, conforme observado na análise quantitativa. Com 15 μL, a ROI 

permanece bem definida, mas com uma área maior. Para volumes superiores a 15 μL, uma 

barreira bem definida não é formada, chegando até a causar o deslocamento da ROI para a 
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esquerda. Considerando esses fatores e a intensidade do canal B observada para cada volume, 

o volume de 10 μL apresentou a melhor resposta, tanto qualitativamente quanto 

quantitativamente, com a menor intensidade do canal B. O canal B é a cor complementar da cor 

amarela; portanto, esse canal deve ser mais sensível à análise de cobalto utilizando DIB [83,95–

97]. 

 

Figura 73. Avaliação do volume de CMC. Parâmetros analíticos: 0,3 μL de B-2OH e volume 
variável de CMC foram adicionados à ROI, juntamente com 5 μL de tampão de pH 8 e 15 μL 
de Cobalto (73 mg L⁻¹) na extremidade esquerda. Tempo de reação: 10 min. 

 

Fonte: autoria própria.  
 

3.2.3.  Volume de amostra 
 

O volume da amostra foi avaliado na faixa de 5 a 30 μL, analisando a intensidade do 

canal B da amostra em comparação com o branco (B0). A Figura 75 ilustra a relação entre o 

volume da amostra e o ∆B (B₀ - B), sendo que um alto ∆B é necessário. 

Entre os volumes testados, 15 μL e 25 μL apresentaram as melhores respostas analíticas. 

No entanto, considerando a redução no consumo de reagentes, o volume de 15 μL foi 

selecionado para estudos subsequentes. Observou-se que volumes menores que 15 μL foram 

insuficientes para atingir a ROI, tornando a reação colorimétrica indetectável. Por outro lado, 

volumes maiores fizeram com que a barreira falhasse em concentrar o analito na ROI, fazendo 

com que parte da amostra fosse arrastada para a extremidade direita do dispositivo. Notou-se 
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que para volumes menores de amostra, ∆B negativos foram obtidos, confirmando a não 

detecção do cobalto. 

Figura 74. Estudo do volume da amostra. Parâmetros analíticos: 0,3 μL de B-2OH e 10 μL de 
CMC foram adicionados à ROI, juntamente com 5 μL de tampão de pH 8 e volume variável de 
Cobalto (73 mg L⁻¹) na extremidade esquerda. Tempo de reação: 10 min. 
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Fonte: autoria própria. 

 

3.2.4. Estudo da concentração da molécula B-2OH  

A concentração da molécula bis-tiocarbazida B-2OH foi avaliada na faixa de 0,5 a 2 g 

L⁻¹, analisando a diferença entre o canal B contendo cobalto e o canal B do branco (B₀). Como 

mostrado na Figura 76, não foi observada uma relação direta entre a concentração da molécula 

e a resposta analítica. No entanto, a concentração de 2 g L⁻¹ apresentou a melhor resposta 

analítica, exibindo um maior ∆B, e foi, portanto, selecionada para estudos subsequentes. 

 

3.2.5. Estudo do tempo de reação 
O tempo de reação foi avaliado em uma faixa de 5 a 60 min, com imagens capturadas a 

cada 5 min. Como nos outros estudos, o objetivo foi determinar a maior diferença entre B e B₀. 

A Figura 77 apresenta os resultados, destacando 10 min como o tempo de reação que 

proporcionou a melhor resposta analítica, sendo um dos pontos com a maior diferença. 

À medida que o tempo de reação aumentou, foram observadas flutuações mínimas em 

∆B, indicando um possível equilíbrio. Portanto, 10 min foi selecionado para estudos 
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subsequentes, pois é mais eficiente e adequado para análises mais rápidas, sem comprometer a 

qualidade dos resultados. 

 

Figura 75. Efeito da concentração do ligante. Parâmetros analíticos: 0,3 μL de B-2OH 
(concentração variável em g L⁻¹) e 10 μL de CMC foram adicionados à ROI, juntamente com 
5 μL de tampão de pH 8 e 15 μL da solução de cobalto (73 mg L⁻¹) na extremidade esquerda. 
Tempo de reação: 10 min. 
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Fonte: autoria própria. 

 

Figura 76. Estudo do tempo de reação entre a molécula de Bis-tiocarbazida e cobalto. 
Parâmetros analíticos: 0,3 μL de B-2OH (2 g L⁻¹) e 10 μL de CMC (1%) foram adicionados à 
ROI, juntamente com 5 μL de tampão de pH 8 e 15 μL de solução de cobalto (73 mg L⁻¹) na 
extremidade esquerda. 
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3.3.  Parâmetros analíticos  

3.3.1. Seletividade 

Com base nos valores observados nos blanks para cada pH, o comportamento do cobalto 

no pH 8 no canal B e a razão B/B₀ se destacaram. O valor do branco neste canal e pH foi 182, 

enquanto o valor correspondente para o cobalto foi 61. Isso representa uma redução de 

intensidade de aproximadamente 3 vezes, Figura 78E – 78F. 

Nos canais R e G (Figura 78A – 178), nenhum metal se destacou. A diferença entre os 

íons metálicos foi pequena e, quando comparada com o valor do branco, não foi muito 

significativa, o que sugere a ausência de interferentes no método. 

Com esses resultados, pode-se concluir que o cobalto apresentou uma diminuição 

significativa na intensidade no pH 8 no canal B e na razão B/B₀, destacando-se em relação aos 

outros metais avaliados. Portanto, o cobalto é o metal mais promissor para a continuidade dos 

estudos, particularmente com o tratamento de imagens sendo realizado no software ImageJ. 
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Figura 77. Estudo da seletividade do μTAD para a determinação de metais, Canal R (A), R/R₀ 

(B), Canal G (C), G/G₀ (D), Canal R (E) e R/R₀ (F). Parâmetros analíticos: 0,3 μL de B-2OH 

(2 g L⁻¹) e 10 μL de CMC (1%) foram adicionados à ROI, juntamente com 5 μL de tampão de 

pH 8 e 15 μL do íon metálico (1,25 × 10⁻³ mol L⁻¹) na extremidade esquerda. Tempo de reação: 

10 min 

Fonte: autoria própria. 
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3.3.2. Interferência 

Soluções contendo os íons metálicos (Pb²⁺, Ba²⁺, Ca²⁺, Cd²⁺, Na⁺, K⁺, Al³⁺, Cr³⁺, Fe²⁺, 

Fe³⁺, Hg²⁺, Mn²⁺, Co²⁺, e Ag⁺) e cobalto foram preparadas em uma proporção molar de 1:1 com 

concentração de 6 × 10⁻⁴ mol L⁻¹. Os dispositivos μTAD foram preparados em triplicata para 

cada íon/cobalto e para o branco. Com base na Equação 1, a porcentagem relativa para cada um 

foi calculada, conforme mostrado na Figura 79. 

Na Figura 78, o íon de cobre não apresenta sinal de possível interferente quando 

analisado isoladamente. No entanto, na presença de Co²⁺, observa-se uma redução no sinal do 

canal estudado, evidenciando uma possível interferência entre os íons, conforme indicado na 

Figura 79. 

Figura 78. Estudo dos potenciais interferentes no μTAD para a determinação de cobalto. 
Parâmetros analíticos: 0,3 μL de B-2OH (2 g L⁻¹), 10 μL de CMC (1%), 5 μL de tampão de pH 
8 e 15 μL da solução contendo cobalto e o interferente (6 × 10⁻⁴ mol L⁻¹). Tempo de reação: 10 
min. (n = 3) 
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Fonte: autoria própria.  

De acordo com a Figura 78, o íon cádmio deveria atuar como um potencial interferente. 

No entanto, o erro relativo observado ficou abaixo de 10%, Figura 79, indicando que, mesmo 

em altas concentrações desse íon, é possível determinar com precisão a concentração de íons 

cobalto. Além disso, o erro relativo variou de -5,49% para Mn(II) a 8,74% para Fe(II), 



173 

 

 

demonstrando que, apesar de pequenas variações, os resultados estão dentro dos padrões 

estabelecidos pela AOAC [98] de ± 10%. Assim, o método proposto é viável para a análise de 

amostras contendo esses íons. 

3.3.3. Linearidade 

Para esta análise, soluções foram preparadas na faixa de trabalho de 1 a 80 μg L⁻¹ a 

partir de uma solução padrão de 1000 μg L⁻¹. A curva analítica é mostrada na Figura 80, 

relacionando a concentração do íon cobalto à resposta analítica, expressa como ∆B = B₀ - B, 

onde B₀ é o valor do branco e B é o valor da amostra contendo cobalto. A equação de regressão 

linear obtida foi ∆B = -0,2975 [Co(II)] + 23,842, com um coeficiente de correlação R = 0,9981 

e um coeficiente de determinação R² = 0,9950. Com base nas Equações 2 e 3 apresentadas 

acima, é possível determinar os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) do método, 

considerando o desvio padrão da resposta analítica do branco com n = 10. Assim, o método de 

determinação de cobalto apresentou um LD de 0,30 μg L⁻¹ e um LQ de 0,94 μg L⁻¹. 

 

Figura 79. Curva analítica obtida para a determinação de cobalto via μTAD DIB. 
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Fonte: autoria própria. 
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3.3.4. Precisão 

Para avaliar a precisão do método, testes de repetibilidade (n = 10) foram realizados em 

três níveis de concentração (10, 50 e 80 μg L⁻¹). A partir desses testes, foi calculada a desvio 

padrão relativo (%RSD), conforme mostrado na Tabela 17. Os resultados indicam que a 

precisão intradia (2 dias) e interdia (6 horas) variou de 2,21% a 3,34%, demonstrando a 

consistência dos resultados obtidos. 

Tabela 17. Desvio padrão relativo em três níveis de concentração (n = 10) para a determinação 
de cobalto. 

Concentração 

(μg L-1) 

% RSD 

Intradia Interdia 

10 2,96 3,25 

50 3,17 2,53 

80 3,34 2,21 

Fonte: autoria própria. 

3.3.5. Recuperação 

A precisão do método foi avaliada por meio de testes de recuperação realizados com 

duas amostras de água: água destilada do Departamento de Química da Universidade Federal 

de Viçosa, localizada em Viçosa, Minas Gerais, Brasil, e água da torneira do Departamento de 

Química da mesma instituição. A recuperação foi realizada em três níveis de concentração para 

ambas as amostras, e as porcentagens de recuperação obtidas estão mostradas na Tabela 18. 

Com base nos resultados apresentados, observou-se que a recuperação variou de 85% a 

110%, indicando uma boa determinação de cobalto nas amostras. Além disso, o coeficiente de 

variação variou de 2,20% a 9,5% em todas as concentrações, com valores abaixo de 10%, 

demonstrando que os resultados apresentaram boa precisão. 

 

Tabela 18. Recuperação de cobalto em amostras de água (n = 3) utilizando o método μTAD 
DIB. 

Amostra 
Add 

μg L-1 
Encontrado 

μg L-1 
Recuperado 

% 
Coeficiente de Variação 

% 

Água destilada 
10,00 10,20 ± 0,97 102 9,50 
50,00 49,96 ± 2,08 100 4,20 
80,00 75,40 ± 1,70 94 2,20 

Água de 
torneira 

10,00 8,50 ± 0,37 85 4,40 
50,00 55,30 ± 3,90 110 7,00 
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80,00 73,12 ± 3,85 91 5,30 
Add: concentração adicionada. Fonte: autoria própria. 

3.4. Comparação do método proposto com outros métodos da literatura. 

Com base nos estudos publicados na literatura, foi criada a Tabela 19, apresentando uma 

comparação entre os métodos relatados anteriormente e o método desenvolvido. Além disso, a 

tabela inclui informações sobre o tipo de amostra analisada, a faixa de trabalho linear e o limite 

de detecção determinado por cada método. 

A tabela apresenta métodos estabelecidos na literatura, que se destacam pela alta 

sensibilidade devido aos limites de detecção baixos, mas possuem faixas de trabalho mais 

estreitas e requerem etapas de preparação de amostras, como extrações, para pré-concentrar a 

amostra. Métodos como PV-IS-DLLME-DIC e FAAS são eficazes para amostras com menores 

concentrações de cobalto.  

Em contraste, o método proposto μTAD-DIB se destaca pela boa faixa linear, tornando-

se uma abordagem mais flexível. Esse método permite a análise de amostras em diferentes 

concentrações de cobalto sem a necessidade de processos complexos de preparação de 

amostras. Assim, o μTAD-DIB oferece vantagens em termos de versatilidade e simplicidade, 

especialmente para a determinação das concentrações de cobalto.  

 

Tabela 19. Tabela comparativa de desempenho analítico do sensor construído para detecção de 
cobalto. 

Método de detecção 
Técnica de extração e detecção 

Amostra Faixa Lineara LDa Ref. 

μTAD-DIB Água de torneira 25 - 600 6,5 [13] 

Espectrofotométrico Água 8 - 80 - [99] 

PV-IS-DLLMEb - DIC Alimento 3,27–100,00 1,14 [100] 

FAASc Água 5,0 –350,0 1,2 [101] 

LLMEd  - DIC Vitamina B12 0 – 50,00  0,9 [102] 

DIC Ambiental 10 - 200 4,1 [103] 

μTAD - DIB Água 1 - 80 0,3 Este 
trab. 

aμgL-1; bExtração líquida-líquida dispersiva por variação de pressão em uma seringa; c 

Espectrometria de Absorção Atômica em Chama; d Extração líquida-líquida dispersiva; DIC: 

Colorimetria de Imagem Digital; LD: limite de detecção. Ref.: referências. Fonte: autoria 

própria a partir das referências citadas. 
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As amostras de água deionizada e água de torneira foram analisadas em três níveis de 

concentração (10, 50 e 80 μgL⁻¹), utilizando a FAAS como método de referência e o μTAD – 

DIB como método proposto. 

As taxas de recuperação variaram entre 86% e 116% para o método de referência, 

enquanto para o método proposto ficaram entre 85% e 110%. Já os coeficientes de variação do 

método de referência oscilaram entre 0,41% e 1,21%, indicando boa exatidão. A Tabela 20 

apresenta os resultados obtidos para ambos os métodos, onde se observam erros relativos 

superiores a 10% em algumas amostras, como a água deionizada no primeiro nível de 

concentração e a água de torneira no terceiro nível. Apesar disso, a maioria das amostras 

apresentou erro relativo inferior a 10%. Essa variação pode estar associada à magnitude do 

valor de referência, já que foram encontradas concentrações um pouco acima ou abaixo da 

esperada, o que acabou ampliando o erro relativo entre os métodos. 

Com o auxílio do software GraphPad Prism, foi possível avaliar a correlação entre os 

métodos por meio dos testes t e F pareados, considerando um nível de significância de 95% (n 

= 3) e um valor de p de referência de 0,005. Os dados apresentados na Tabela 20 mostram que 

os valores calculados ficaram abaixo dos valores críticos tanto no teste t quanto no teste F. 

Assim, os resultados indicam que os métodos não apresentam diferenças estatisticamente 

significativas entre si. 

 

Tabela 20. Determinação de cobalto utilizando o método proposto e o método de referência. 

Amostra  
Add / 
 μg L-1 

Método | Erro 
Relativo| 

/ % 
Test t tc

a Test F Fc
b 

FAAS /μg L-1 DIB /μg L-1 

Água destilada 

10,0 8,6 ± 0,06 10,2 ± 0,97 18,6 

1,944         
p-

valor: 
0,0687 

2,110 

2,218         
p-

valor: 
0,1673 

2,980 

50,0 48,1 ± 0,24 49,7 ± 2,08 3,94 

80,0 77,3 ± 0,90 75,4 ± 1,70 5,40 

Água de 
torneira 

10,0 8,6 ± 0,10 8,5 ± 0,37 1,94 

50,0 58,2 ± 0,37 55,3 ± 3,90 2,71 

80,0 88,3 ± 0,73 73,1 ± 3,85 14,6 
a – T crítico b – F crítico. Add.: adicionado Fonte: autoria própria. 

 

Assim, o método μTAD – DIB proposto se revela um recurso versátil, com baixo 

volume de amostra, baixo custo e um bom intervalo linear de trabalho, sem a necessidade de 

preparo de amostra, como no caso da leitura pelo FAAS. Isso torna o método uma alternativa 
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eficiente para a determinação de cobalto em baixas concentrações, além de oferecer 

flexibilidade quanto aos tipos de amostras analisadas. 

4. CONCLUSÃO 

Este estudo propôs um método prático, rápido e eficiente para detectar Co²⁺ em amostras 

de água, utilizando uma abordagem microfluídica colorimétrica com fibras de algodão e análise 

de imagem digital, utilizando um smartphone e software gratuito. O uso de uma caixa dedicada 

possibilita a análise em campo, exigindo apenas uma fonte de energia para garantir a qualidade 

consistente da imagem. Os resultados mostraram que a síntese da molécula B-2OH foi eficiente, 

utilizando poucos reagentes e tendo um impacto ambiental positivo.  

Além disso, a molécula se mostrou eficaz como sensor colorimétrico quando 

incorporada com CMC para detecção de Co²⁺, como evidenciado pelas caracterizações 

realizadas. Após otimizações, o método foi validado, apresentando uma curva analítica de ∆B 

= -0,2975 [Co(II)] + 23,842, R² = 0,9950, juntamente com a determinação do limite de 

quantificação, limite de detecção, precisão e recuperação em três níveis de concentração. Os 

resultados foram promissores, especialmente com um tempo de reação de apenas 10 min, o que 

melhora a frequência analítica do método. Estudos de seletividade e interferência mostraram 

impacto mínimo de outros íons metálicos que poderiam interferir na amostra, confirmando a 

robustez do método. Assim, o método μTAD DIB se mostrou confiável, preciso, versátil e 

eficiente para análise de determinação de Co²⁺, sendo também adequado para regiões com 

recursos limitados. 
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ANEXO III 

 

Figura 80. Espectro de massa (EI, 70 eV) da bis-tiocarbazona B-2OH. 

Fonte: Sousa, 2021.[72] 
 

 

Figura 81. Espectro FTIR (reflexão) da tiocarbazona B-2OH. 

 

Fonte: Sousa, 2021.[72] 
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Figura 82. Espectro de RMN de 1H (300,069 MHz; DMSO; δDMSO 2,49) da bis-tiocarbazona 
B-2OH. 
 

Fonte: Sousa, 2021.[72] 
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Figura 83. Espectro de RMN de 13C (75,459 MHz; DMSO; δDMSO 39,5) da bis-tiocarbazona 
B-2OH. 

 Fonte: Sousa, 2021.[72] 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

Com base nos resultados obtidos ao longo deste trabalho, as perspectivas futuras 

incluem a realização de estudos adicionais de caracterização, como testes de Job para as 

moléculas B2COOH e B2OH, visando melhor compreensão de suas estequiometrias de 

complexação. Também se pretende propor uma estrutura detalhada para os complexos 

formados entre as bis-iminas e os metais cobre e cobalto, respectivamente.  

Além dessas etapas experimentais, destaca-se como objetivo do grupo de pesquisa, a 

médio e longo prazo, o desenvolvimento de metodologias que permitam a identificação e 

quantificação desses compostos de forma simples, rápida e acessível, utilizando dispositivos 

portáteis como um smartphone. Essa abordagem visa democratizar a análise química, tornando-

a mais viável em diferentes contextos e locais com infraestrutura laboratorial limitada. 

Por fim, está prevista a submissão dos dois últimos estudos realizados para publicação 

em periódicos científicos especializados, contribuindo assim para o avanço do conhecimento 

na área de desenvolvimento de sensores químicos baseados em bis iminas. 

 


