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RESUMO

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

A presenca de metais potencialmente tdéxicos em agua e em alimentos causa
preocupagcdes ambientais e de salude publica. Os metais téxicos, uma vez que
podem acarretar consequéncias negativas para o meio ambiente, como a reducéo
da flora e a contaminacao dos recursos hidricos, e para os seres humanos, podem
sofrer variadas doencas, incluindo cancer, problemas neurologicos e até morte
devido a exposicdo ou ingestdo de agua e alimentos contaminados. Assim, esta
pesquisa se justifica pela indiscutivel importancia de desenvolver estratégias
confiaveis e rapidas para detectar e quantificar metais potencialmente téxicos. Para
isso, foram elaborados trés métodos analiticos distintos para a determinacao desses
metais. O Capitulo 1 apresenta uma revisdo sobre luminescéncia e a sintese de um
sensor fluorimétrico. No Capitulo 2, é proposto um meétodo fluorimétrico para a
determinacao de chumbo (ll) em amostras de agua, solo, urina e saliva sintética. O
Capitulo 3 oferece uma revisdo detalhada sobre métodos analiticos baseados em
imagem, abordando a coleta e o tratamento dos dados. O Capitulo 4 descreve o
desenvolvimento de um método baseado em fluorescéncia por imagem digital,
utilizando um dispositivo portatil de algodao, para a determinacédo de cobre (II) em
aguas e cachaga. Por fim, o Capitulo 5 apresenta um método baseado em imagem
digital, a partir de uma reacao colorimétrica, para a determinacao de cobalto (Il) em
amostras de agua destilada e agua de torneira.

Palavras-chave: deteccao fluorimetrica; fluorescéncia; bis-iminas tiazéis; bis-iminas;
metais potencialmente toxicos; chumbo (ll); cobalto (ll); cobre (ll); imagem digital; fio
de algodéao



ABSTRACT

OLIVEIRA, Claudinéia Rosa da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2025. Development of innovative fluorescent sensors and cotton-
based microfluid devices for the determination of metals in various matrices.
Adviser: Willian Toito Suarez.

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 (ll) 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 (Il) in water and cachaga. Finally,
Chapter 5 presents a method based on digital imaging from a colorimetric reaction for
determining cobalt (ll) in distilled water and tap water samples.

Keywords: fluorimetric detection; fluorescence; thiazole bis-imines; bis-imines;
potentially toxic metals; lead (Il); cobalt (ll); copper (Il); digital imaging; cotton
thread
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1. Espectroscopia de luminescéncia

A espectroscopia de luminescéncia molecular é composta por um conjunto de trés
métodos nomeados como fluorescéncia, fosforescéncia e quimiluminescéncia. Estes métodos
estao relacionados, uma vez que, se referem a formagao de uma nova espécie quando a molécula
inicial ¢é excitada, a partir dai ¢ possivel realizar analises qualitativas e/ou quantitativas a
respeito do analito [1].

Segundo Skoog et al. (2007) [1], a quimiluminescéncia ¢ fendmeno de radiacdo que
uma molécula excitada pode emitir durante uma reacao quimica. Isso se esclarece quando essa
radiagdo emitida ¢ advinda de uma reacdo, sendo a molécula excitada o produto dela. Esse
fenomeno pode acontecer durante a reagdo de oxi-redugdo conforme citado por Huang et al.
(2021)[2].

A fluorescéncia e fosforescéncia podem ser nomeadas como fotoluminescéncia, uma

vez que a excitagdo das espécies ¢ feita por absorcao de fotons [1]. No entanto, se diferem no
processo de transicao eletronicas devido a mudancga de spin eletronico.
De acordo com principio de exclusao de Pauli, “dois elétrons de um atomo ndo podem ter os
mesmos numeros quanticos”, devido a isso apenas dois elétrons devem ocupar um orbital com
spins opostos. Quando o elétron estd no estado fundamental ¢ denominado como Sy, no entanto,
quando este elétron ¢ excitado ele pode assumir o estado singleto excitado dado por Si (um
orbital com maior energia) ou o estado tripleto, T (orbital de menor energia), em que o spin do
elétron promovido ¢ invertido, Figura 1 [3].

De acordo com Figura 2, encontra-se o diagrama de Jablonski para os processos
fotoluminescentes, como a fluorescéncia e fosforescéncia. Na borda inferior da figura tem-se o
nivel So representando o estado fundamental singleto. No comprimento de onda A1 ocorre o
fendmeno de absor¢do, seguido pelo momento em que os elétrons sdo excitados para um estado
excitado singleto dado por S,. Durante este processo, intercorre a relaxagao vibracional (setas
onduladas em vermelho), favorecendo uma transicao a partir de um nivel de energia mais baixo.

Em sequéncia, na mesma figura, acontece o processo ndo radioativo quando ha
superposicdo de niveis de energia com mesma multiplicidade de spins, denominado de
conversao interna (seta ondulada azul claro) [4]. Este processo se conduz até o estado excitado
singleto, Si, que comporta o comprimento de onda A>, na qual também acontece a mudanca
entre os niveis vibracionais devido ao relaxamento vibracional, advindos do processo de

absorbancia.
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Figura 1. Representacdo esquematica para configuracdo de spins nos orbitais para o estado

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

Energia
F 3
Singleto, S, Singleto, S, Tripleto, T,
Estado Fundamental Estado Excitado

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

Ademais, neste comprimento de onda, a excitagdo normalmente produzira a banda de
fluorescéncia, dada em A3. Pode-se considerar que A2 € maior que A3, e em A3 acontece o retorno
dos elétrons do estado excitado singleto para o estado fundamental com a mesma orientagdo de
spins, caracteristica de uma transi¢ado com emissao de radiagdo permitida, esse processo € entao
denominado fluorescéncia. A fluorescéncia possui um tempo de vida curto, ou seja, o tempo
médio da excitagdo e o retorno para o estado fundamental esta na faixa de nanosegundos, que
podem cessar em 107s [1,5].

Entretanto, a partir do S; ocorre um cruzamento ou passagem intersistemas, que
apresenta transicdes ndo radioativas que, diferente da conversdo interna, envolve a
multiplicidade de spin diferentes, caracteristico de processos ndo permitidos. A passagem
intersistemas, acontece entre o estado excitado singleto para o estado excitado tripleto, T, onde
ocorre o processo de fosforescéncia. Entre os processos de fluorescéncia e fosforescéncia ocorre
a conversao interna e externa (representados em setas laranjas), na qual baseia-se nos processos
intermoleculares e a desativagdo de um estado eletronico excitado por meio do contato da
molécula com outras solu¢des.

Segundo Lakowicz (2006)[5], a fosforescéncia se baseia na orientagdo do spin do
elétron fundamental em relagdo ao processo final de emissdo de luz a partir dos estados
excitados tripletos, os spins do orbital excitado possuem a mesma orientagdao 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 (So), estado excitado singleto (S1),

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

variaveis.
ESTADO EXCITADO SINGLETO ESTADO EXCITADO TRIPLETO
\ Relaxagdo vibracional
82 \' /\/V\_> &
Conversdo \
interna \
Sl Passagem
4 intersistema
Absorcio Absor¢io \
T, \
Fluorescéncia

Conversio interna e externa Fosforescéncia
E S N S

M Az A Ay

Fonte: adaptado de SKOOG et al., 2007.

Uma molécula fosforescente emite luz por um periodo longo, mesmo apos a fonte de
excitacdo ter sido interrompida, de mesmo modo que se vé em brinquedos que brilham no
escuro ou em tomadas antigas. Dessa forma o tempo de vida seria na faixa milissegundos, em
uma taxa de 10° a 10° s, podendo chegar a horas, ou seja, o retorno acontece lentamente para
estado fundamental de energia [5].

A fluorescéncia se difere da fosforescéncia devido a diferenca de tempo de vida e aos
processos de emissdo, na qual, a fluorescéncia acontece envolvendo os estados eletronicos da
mesma multiplicidade de spins enquanto a fosforescéncia, envolve estados de multiplicidades
de spins diferentes [4].

Segundo, Martelli et al. (2018)[6], uma molécula pode ser excitada por pulsos de
radiacdo, na qual seu espectro ¢ dado pelo tempo de decaimento do estado eletronico excitado
ou a espécie pode ser excitada por uma radiacdo continua, de tal modo que obtém-se os

espectros eletronicos de emissao e excitagao.
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Para medirmos a resposta analitica da fluorescéncia, utilizamos o espectrofotometro de
fluorescéncia que detecta todo o espectro de fluorescéncia para todos os comprimentos de onda
dentro do espectro de excitagdao [7]. O espectro ¢ formado devido a presenca de um
monocromador, um de excitacdo e um de emissdo, que faz uma varredura de espectro, além
disso pode-se selecionar o comprimento de onda desejado para uma andlise [1]. Ademais, ¢
necessario uma fonte de excitacdo (tais como, a lampada de mercurio, xenonio ¢ LEDs) e um
detector (tubo fotomultiplicador) [6].

Contudo, alguns fatores podem afetar a fluorescéncia, tais como o rendimento quantico
ou eficiéncia quantica (@), o tipo de transi¢do, a estrutura da molécula, o efeito do solvente, da
temperatura, pH, concentragdo e a presenca de um agente supressor.

Eficiéncia quantica ou rendimento quantico, @, expressa a razao entre a quantidade de luz ou
numero de fotons emitida e a quantidade de luz ou numero de fétons que sao absorvidos, como
expresso na equagao 1.

Numero de fotons emitidos Ky

Numero de fétons absorvidos K,

(1.0)

Segundo Skoog et al. (2007)[1], a eficiéncia quantica também pode ser expressa de
acordo com as constantes de velocidades relativas dos processos quando o estado singleto ¢
desativado, assim, Ky se refere a fluorescéncia, enquanto K, se refere ao somatorio das
velocidades de fluorescéncia, cruzamento intersistema, conversao externa, conversao interna,
pré-dissociacdo e dissociacdo. Desta forma, de modo qualitativo, para valores de Ky altos e K,
baixo favorecera para o aumento da fluorescéncia.

A transi¢do também ¢ um fator que pode afetar a fluorescéncia da molécula, isso
acontece devido ao tempo de vida médio, de tal forma que, as transi¢des de n>n' et > 1
maior eficiéncia quantica) sao favorecidas, pois sao menos energéticas € possuem o tempo de
vida menor [1].

A fluorescéncia tem como influéncia a estrutura da molécula, bem como a sua rigidez,
sendo tipico de moléculas que possuem grupos aromaticas, tais como: quinina, laranja de
acridina, rodamina B, pireno, fluorobenzeno, lisozima, isoquinolina, indol entre outros; e
dificilmente resultara de absor¢do de radiagdo em comprimentos de onda menores que 250 nm,
resultando no aumento da eficiéncia [4,5,8].

No entanto a eficiéncia pode ser reduzida com o aumento da temperatura, uma vez que,
em altas temperaturas ocorre o aumento das colisdes das moléculas, favorecendo a desativacao

por conversdo externa (S1 — So) e diminui a viscosidade da solu¢do. De mesmo modo, algumas
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moléculas podem ter sua eficiéncia reduzida quando inserida em solventes com atomos
pesados, pois favorecera na formag¢do de um estado tripleto, causando um decréscimo na
fluorescéncia [1].

Algumas moléculas aromaticas podem sofrer influéncia do valor de pH, isso porque em
meio 4acido ou bésico apresentam formas ressonantes, devido a sua protonagdo ou
desprotonacdo, que depende da constante de dissociagdo do composto. Isso acontece, pois o
valor da constante de dissociacdo no estado fundamental ¢ diferente no estado excitado [1].
Devido a isso, cada molécula sofre uma interferéncia especifica, ou seja, para algumas o pH
acido pode aumentar a intensidade fluorescéncia, enquanto outras o pH alcalino poderia
aumentar.

Além do valor de pH, a concentragdo também pode influenciar na intensidade de
fluorescéncia. Uma vez que, a fluorescéncia ¢ detectada a partir do feixe de luz que ¢
direcionado para solu¢do contendo uma molécula, pode-se considerar que a intensidade da
fluorescéncia esta relacionada proporcionalmente a poténcia radiante do feixe de excitacdo que
¢ absorvido, Equacao 2.0.

Essa consideragdo, possibilita a relacdo com a concentracdo quando a lei de Beer ¢
reescrita em termos de poténcia, Equacao 3.0. Em que F é a poténcia de emissdo de
fluorescéncia, P € poténcia apos atravessar uma distancia b do meio, Py € a poténcia do feixe
que incide na solucdo, @ ¢ a constante dependente da eficiéncia quantica do processo de
fluorescéncia, € ¢ a absortividade molar das moléculas e ¢ a concentragao da molécula emissora
[1].

F= @, — P) (2.0)
F = ¢P, (1-10°") (3.0

Desta forma, a partir de célculos matematicos envolvendo o termo exponencial, a
Equagdo 3.0 pode ser reescrita conforme a Equacdo 4.0, uma vez que, considerou-se o termo
Po constante e 2,3@eb = K. Assim, quando os valores da concentracdo forem baixos, espera-se
um comportamento linear em graficos de poténcia de fluorescéncia em relagao a concentragao.
F=Kc (4.0)

No entanto, a linearidade pode ser perdida quando a concentracdo se torna grande (e
apresenta absorbancia maior que 0,05), quando ocorre muitas colisdes entre as moléculas
excitadas (auto-supressao) e quando o comprimento de onda de emissao se sobrepde a um pico
de absorc¢do (auto-absorcao). Tais fatores podem reduzir a intensidade de fluorescéncia, sendo

chamada de extingdo da fluorescéncia [1,5].
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Desse modo, o estudo da fluorescéncia pode seguir duas vertentes, a extingdo da
intensidade ou o acréscimo da intensidade fluorescente, que podem ser realizadas através da
formagdo de complexos com metais de transi¢cao, por exemplo. Em ambos os casos, baixas

concentragdes 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 reagao multicomponentes (RMC), a partir da tiocarbazida, aldeido
aromatico e 2-bromoacetofenona em solugdo de etanol com 4cido acético (organocatalisador)
sob as condi¢des de 60 °C por 2h, Figura 3.

A sintese proposta por Barros et al. (2021)[10], que foi utilizada neste trabalho, possui
semelhancas a rota sintética desenvolvida por Shkoor et al., (2017) e Srikanth ef al. (2020)
[9,12], ambas utilizam o conceito de RMC, na qual ocorre transformag¢des quimicas com trés
ou mais reagentes para sintese do produto final [13]. Este procedimento, tem como vantagem a
facilidade na adi¢@o dos reagentes, de tal forma que ndo ha prioridade na ordem de adicionar
os reagentes, de modo que todos os componentes adicionados deverdo estar presentes no
produto.

A Figura 3, esquematiza o processo de sintese da molécula bis-iminas tiazois a partir da
RMC, em que X presente na estrutura do 2-bromoacetofenona pode ser substituido por H ou
Br, sendo o hidrogénio utilizado. O aldeido utilizado pode assumir substituintes diferentes dado
por Ar = C¢Hs-, pCH3CeHa-, p(CH3)2NCsHa-, 2-Furyl- e 2-Thienyl, por exemplo. Na Figura ha
um segmento em vermelho, indicando a estrutura do grupo tiazois, sendo esta o ntcleo das bis-

iminas tiazdis € um grupo rico em aplicabilidades.

Figura 3. Esquema para sintese da bis-iminas tiazois a partir de uma molécula de tiocarbazida,
um aldeido aromadtico e 2-bromoacetofenona, em que X e Ar sdo grupos que podem ser
substituidos.

Tiocarbazida Aldeido 2-bromoacetofenona bis-iminas tiazois

)k AcOH(20% /LN
)k Q)k/ o EOH. 60 °C. A \Hr Ar |11 X
EtOH, 60 °C, 2h
H oY

Ar=C¢Hs, p-CH;CgH, ; p-(CH;),NCgH,; 2-Furyl; 2-Thienyl
X=H, Br
Fonte: Adaptado de BARROS et al., (2021) e SHKOOR et al. (2017).
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A sintese foi realizada utilizando como fonte de aquecimento o forno micro-ondas,
sendo este um dos diferenciais de sua sintese, uma vez que, torna o processo mais rapido e
econdmico. Além disso, Barros et al. (2021)[10] associa sua sintese como uma metodologia
vidvel ao meio ambiente, se adequando a alguns conceitos da Quimica verde, principalmente
pelo uso de solventes verdes e curto tempo de reacgdo.

A partir dos aldeidos 2-(2-hidroxifenill)acetaldeido, 2-(2-oxoetil)benzonitrila e 2-(2-
nitrofenil)acetaldeido, vide Figura 4, tem-se a formacdao das moléculas de interesse deste

estudo, as moléculas T1, T2 e T3, respectivamente. A abreviagao 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. Aldeidos utilizados para sintese das bis-iminas tiazdis T1, T2 e T3, respectivamente.

j— NO
CCH/E\ C_NO w
H I H

2-(2-hidroxifenill)acetaldeido 2-(2-oxoetil)benzonitrila 2-(2-nitrofenil)acetaldeido

Fonte: autoria propria.

Pode-se ver as moléculas T1, T12 e T3 em sua formula estrutural na Figura 5, na qual ¢
possivel visualizar cada componente utilizado na RMC, a partir dos aldeidos mencionados
anteriormente. Assim, em azul observa-se o aldeido, em verde corresponde a tiocarbazida e em
vermelho da 2-bromoacetofenona.

O grupo tiazol presente na estrutura, possui diversas aplicabilidades, na quimica
medicinal [14,15], na inibi¢do da monoamina oxidase [16], antibacteriana [17], antimalarica
[18] e anticancerigeno [19]. Além disso, a presenca de duas iminas com grupos funcionais
proximos, permite a coordenacdo de ions metalicos na estrutura [20]. Devido a essa
propriedades, grupos bis-iminas sdo utilizadas para estabilizacdo de tetriliomilidenos [21],
reacdes de catalise [22,23], catalise assimétrica [24], fluorescéncia [25,26] e voltametria ciclica
[25].

Ademais, na area da saude também sdo aplicadas, como na detec¢do de cloridratado de

cocaina [27] e anticancerigenas [28]. Por este motivo acredita-se que as bis-iminas tiazois
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podem conferir similaridade nestes quesitos, sendo necessario e importante que pesquisas €

estudos sejam realizados.

Figura 5. As moléculas T1, T2 e T3 da classe bis-iminas tiazdis com a representagao por cor
de cada componente da reacdo multicomponente, em azul advém do aldeido utilizado para cada

molécula, em verde corresponde a tiocarbazida e em vermelho da 2-bromoacetofenona.
OH
P\
/N\ /A
N ’}l T1
N=

OH

N T2

CN

, T3

NO,

Fonte: autoria propria.

3. Determinac¢iao de chumbo

O chumbo (Pb) ¢ um elemento quimico localizado na tabela periddica, familia 14 no
sexto periodo, estd classificado como um metal representativo, possui nimero atomico 82 e
massa atomica de 207,2 u. Esse elemento ¢ toxico e pode ser encontrado facilmente devido suas
fontes naturais e antropogénicas [29]. O Pb ¢ s6lido a temperatura ambiente, possui temperatura
de fusdo de 327°C, possui coloragdo cinza metalica ou azulado quando exposto a luz e apresenta
11,29 gem™ de densidade.

O Pb ¢ encontrado de forma natural a partir das emissdes vulcanicas e névoas aquaticas

[30] ou inserido no meio ambiente devido a producgdo de baterias, pigmentos, combustao de
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combustiveis fosseis (quando a gasolina continha chumbo), fundi¢ao, atividades de mineracao,
construcao civil, tintas, refinarias petroquimicas, industrias quimicas ou até mesmo pelo uso de
fertilizantes minerais, entre outros [31-33].

De acordo com a Agéncia de Substancias Toxicas e Registro de Doencas (ATSDR) [34]
a cada 2 anos ¢ criada uma lista com os elementos que apresentam o potencial mais significativo
para saude humana devido a sua toxicidade. E neste ano, 2022, o chumbo foi ranqueado em 2°
lugar como elemento que necessita de priorizagao devido ao alto potencial de exposi¢ao

humana [34], Tabela 1.

Tabela 1. Lista de prioridade de substancias da ATSDR 2022

Rank 2022 Nome da substiancia Pontos totais
1 Arsénio 1675
2 Chumbo 1531
3 Mercurio 1455
4 Cloridrato de vinil 1355
5 Bifenilas policloradas 1342
6 Benzeno 1328
7 Cédmio 1317
8 Benzo(a)pireno 1306
9 Hidrocarnonetos aromaticos policiclicos 1277
10 Benzo(b)fluorateno 1255
Fonte: adaptado de ATSDR, 2022. Disponivel em:

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

A contaminagdo pode acontecer devido as redes hidraulicas de casas ou edificios
conterem chumbo, esse elemento ¢ considerado um dos mais perigosos para saide humana de
criancas e bebés, 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 neuroldgico, nos rins e na circulagdo sanguinea, que inclusive ¢ o meio
de transporte do metal no ser humano [37]. Em adultos, a contaminagdo pode ser eliminada a
partir de duas semanas, no entanto pode ser distribuido pelo cérebro, rins, figado e também
ocorre o processo de acumulacdo do metal nos ossos e dentes [30,38].

Logo, nota-se a importancia na determinag¢do e quantificacdo 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 fluorescéncia a laser [39], adsor¢do [31], UV-Vis e cromatografia
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liquida de alta performance (HPLC) [40], absor¢do via espectrometria de absor¢do atdmica por
chama (FAAS) [30,41], biosensor fluorescente [42] e métodos eletroquimicos [43].

A potencialidade téxica do metal em adgua e em alimentos tem gerado uma grande
preocupacao nos setores ambiental e de saude publica, uma vez que pode acarretar
consequéncias negativas tanto para o meio ambiente, como a reducao da flora e a contaminacao
dos recursos hidricos, como para os seres humanos, causando variadas doencas, inclusive
cancer, ¢ até morte devido a exposi¢cdo ou ingestao dos recursos mencionados. Assim, esta
pesquisa justifica-se pela inegavel importancia de buscar estratégias confidveis, e que gerem
resultados de forma rapida, para identificar e quantificar esse metal. Para isso, torna-se
imprescindivel a regulamentac¢ao dos limites de chumbo que pode estar presente em alimentos
e bebidas, para que a contaminacdo por estes seja minimizada.

Os limites permitidos pelos 6rgios WHO, CONAMA, MINISTERIO DA SAUDE sio
listados com o nivel maximo de 10 ppb para os dois primeiros e 1 ppb para dgua potavel. Uma
vez que, raramente se encontra d4gua potavel contaminada por este metal perante seu tratamento,
e sim pela contaminagdo das tubulagdes residenciais. Uma outra matriz, que merece atencao ¢
o vinho, muito consumida por adultos, esta ¢ regulamentada pela OIV (Organisation of Vine
and Wine) e a Legislacdo Brasileira (Decreto Federal n°. 99.066/ 08-03-1990), na qual

estabelecem nivel maximo de 150 ppb e 300 ppb, respectivamente.

Tabela 2. Limites maximos de chumbo estabelecidos para agua e vinho de acordo com o 6rgao

regulamentar.
Matriz ()rgﬁo Concentracao (ppb)

WHO (2017) 10

Agua CONAMA (2005) 10
MINISTERIO DA SAUDE (2011) 1
OIV (2005) 150

Vinho
LEGISLACAO BRASILEIRA (2011) 300

Fonte: autora a partir da WHO (2017), CONAMA (2005), OMS (2011), OIV (2015)
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CAPITULO 11

SINTESE VERDE DE BIS-IMINAS TIAZOL COMO SENSOR FLUORIMETRICO
PARA DETERMINACAO DE CHUMBO EM AMOSTRAS AMBIENTAIS,
BIOLOGICAS E ALIMENTARES
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1. INTRODUCAO

Devido a presenga de metais potencialmente toxicos em diversos aspectos da
sociedade, ha uma preocupagdo significativa em relacdo ao impacto que essas substancias
podem ter no meio ambiente e na saude humana [1]. Essa preocupagao ¢ justificavel, pois esses
metais tendem a se acumular no ambiente devido a sua estabilidade e resisténcia a degradacao.
[2] Além disso, alguns metais, como cobre [3—5], mercuurio [6,7], cobalto [8], chumbo [9],
cadmio [10], arsénio [11], cromo [12] e selénio [13], possuem um alto potencial de
contaminagdo em aguas ambientais [14,15], bebidas e alimentos. Embora alguns desses metais
sejam micronutrientes essenciais para os seres humanos, existem regulamentacdes que impdem
limites ao seu uso. Especificamente, o Pb** requer um controle rigoroso devido aos efeitos
adversos que causa no sistema neuroldgico, nos rins e na circulacio sanguinea [16]. Em adultos,
essa contaminagao pode ser eliminada em até duas semanas, porém o metal pode se distribuir
pelo cérebro, rins e figado, acumulando-se nos ossos e dentes ao longo do tempo [17,18] .Diante
desses dados, em 2022, a Agéncia de Registro de Substancias Toxicas e Doengas (ATSDR)
[19] classificou o chumbo como a segunda substincia com maior potencial de exposicao
humana, enfatizando a importancia do monitoramento e controle de sua presenga em nosso
ambiente.

Portanto, tanto a Organizagdo Mundial da Saide (OMS)[20] quanto o Conselho
Nacional do Meio Ambiente do Brasil (CONAMA, 2005) estabeleceram um limite maximo
aceitavel para a concentracdo de Pb*" em dgua, fixado em 10 ug L™'. Esses padroes pré-definidos
para dgua e efluentes em geral destacam a necessidade de quantificacdo desse metal, visando
garantir um controle de qualidade eficaz. Vale ressaltar que também ha regulamentagdes sobre
o teor do ion Pb** em outras matrizes. Por exemplo, a legislagdo brasileira estabelece um valor
de referéncia de 500 pg L' para a bebida alcoolica cachacga. J4 a Agéncia de Protegao Ambiental
(EPA)[19], definiu um limite de 4,0 x 10° pg L para solos destinados a atividades recreativas
e 120 x 10° pg L' para areas ndo recreativas. Enquanto isso, a Resolugdo CONAMA n°
420/2009 estabelece um limite de 4,0 x 10° pg L' de ions de chumbo em solos de areas urbanas
e industriais. Diante dessa diversidade de limites de tolerancia para Pb*', a identificagdo e
quantificagdo desse cation sdo 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 a saide humana.

Para a quantificacdo de Pb?*, diversas metodologias podem ser aplicadas, como

colorimetria [3,8], técnicas eletroanaliticas [14,15,21,22], absor¢do atdmica por vapor frio [23],
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espectroscopia Raman [24], adsorcao [11,25] e fluorescéncia [6,13,26]. Dentre essas diferentes
técnicas, a fluorescéncia merece destaque, pois € uma técnica Optica de detec¢do rapida e
sensivel [27-29], com baixos limites de deteccdo e excelentes faixas lineares de concentragdo
[30,31]. Além disso, a fluorescéncia pode ser utilizada na determinac¢ao de ions metalicos por
meio da supressao ou intensificagdo da intensidade fluorescente em espécies organicas e
inorganicas [30].

Nesse contexto, ainda existem muitos estudos voltados para o desenvolvimento de
novos sensores quimicos para a analise fluorométrica de metais em diversos tipos de amostras.
Para esse fim, varias classes de substancias heterociclicas tém se destacado, como triazois,
imidazois, tiofenos, tiazois e piridinas (Figura 1) [32—34].Além desses heterociclos, as iminas
(Figura 1) também tém sido relatadas como sensores quimicos para metais, apresentando
excelente seletividade e sensibilidade [35,36]. Portanto, ¢ plausivel acreditar que a combinagao
de estruturas heterociclicas com grupos funcionais imina na mesma molécula pode
potencializar a acdo do sensor quimico. Dessa forma, os bis-iminas tiazolicos (Figura 7) sdo
considerados uma opg¢ao promissora para o desenvolvimento de sensores voltados para a
determinagdo de metais. Acredita-se que a estrutura dos bis-iminas tiazdlicos favoreca a
formagdo de complexos metélicos, incluindo com Pb?*", podendo exibir intensidades de
fluorescéncia significativas [25]. Diante disso, a investiga¢cdo do uso dessas moléculas para a
quantificagdo seletiva de ions Pb** ¢ de grande interesse. Vale destacar que essa classe de
moléculas j4 demonstrou sua relevancia em outras aplicacdes, sendo relatada na literatura para
uso em catdlise e aplicagdes bioldgicas, como atividade anticancerigena e antibacteriana

[27,37,38].

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

2.1. Reagentes e amostra

As solugodes dos ions metalicos Pb*", Ba?", Ca**, Cd**, Al**, Cr*', Fe**, Cu*', Fe**, Hg*
e Mn?" foram preparadas utilizando reagentes analiticos de alta pureza, na forma de sais de
nitrato ou cloreto, para obter concentragdes de 1,25 x 107 mol L™! para cada um. As solucdes
foram preparadas com agua deionizada proveniente do sistema Milli-Q® (Millipore, Bedford,
MA, EUA), com resistividade (p) superior a 18,0 MQ cm. Uma solugdo estoque de 1000 mg
L' de Pb*" em 4gua deionizada foi preparada.

As solugdes das diferentes bis-iminas tiazolicas (Tn) foram obtidas dissolvendo-se 0,10
g de cada Tn em etanol, resultando nas concentragdes de 1,25 x 10*mol L™ (T1), 1,02 x 10™*
mol L' (T2) e 1,14 x 10~* mol L (T3), respectivamente. As solu¢des tampao fosfato 0,2 mol
L' foram preparadas dissolvendo-se Na2HPO4-7H-0 e NaH:PO4-4H>0 em agua deionizada. O
ajuste de pH foi realizado por meio da adi¢dao de pequenas aliquotas de solu¢des de NaOH e/ou
HCl 1 mol L.

Amostras de cachaga (destilado brasileiro) e d4gua mineral foram adquiridas em um

supermercado de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Amostras de agua da torneira e de lagoa foram
coletadas na Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil (20°46°06’S,
42°52°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 preservagdo 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 mineracdao. Outra amostra de solo, G4, foi coletada a uma profundidade
de 20 cm em um deposito de rejeitos de mineragdo na cidade de Boquira, Bahia, Brasil
(12°48°50S, 42°42'32"W).

O preparo das amostras de solo seguiu o0 método EPA 3051A (USEPA), no qual 0,5 g
da amostra moida e peneirada (200 mesh) foi submetida a digestdo com adi¢ao de 9 mL de
HNO:s e 3 mL de HCl em tubo de Teflon, levada a um forno de digestdo (Anton Paar, Multiwave
3000) com uma taxa de aquecimento de 8 minutos até atingir 175 °C, 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), ttil para
analises precisas e exatas de metais em amostras de solo [40]. Apos a digestdo, o extrato foi

coletado, filtrado (filtro de papel de 0,45 pm) e transferido para um baldo volumétrico de 50
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mL, completando-se o volume com agua deionizada. Por fim, os extratos foram armazenados
em frascos de polietileno a temperatura inferior a 4 °C. Para fins de comparagao e avaliacao da
eficiéncia do método desenvolvido, utilizou-se um espectrofotometro de absor¢do atdmica

modelo 240 FS AA da Agilent Technologies.

2.2. Preparaciao de amostras

Para as amostras de agua de lagoa, foram utilizada uma simples filtragem para remover
quaisquer solidos suspensos. Para as demais amostras, ndo foi necessario nenhum preparo
adicional. Ao preparar as solugdes, o volume correspondente a concentragdo desejada do ion
metalico foi adicionado a um baldo volumétrico, e o baldo foi preenchido com a amostra de
interesse. Por exemplo, para uma 4gua com concentragio de 0,509 mg L', o volume
correspondente da solucdo estoque de Pb** foi adicionado, e o baldo foi completado com agua
mineral até o menisco. Apds homogeneizagdo, a solugdo foi transferida para um frasco e
rotulada. Apds a preparacao de todas as solucdes de amostra, as leituras foram realizadas no
FAAS.

Para a produg¢do de urina sintética, utilizou-se a metodologia descrita por Ravazzi et al.
[39], que consiste na adi¢do de 2920 mg L™ de NaCl, 1600 mg L' de KCI, 1080 mg L' de
CaCl2-2H-0, 2240 mg L de Na2SOa, 1400 mg L' de KH.PO4, 1000 mg L de NH.Cl, 2500
mg L' de ureia e 1080 mg L' de creatinina em um volume final de 250 mL.

Para a produgdo de saliva sintética, utilizou-se a metodologia descrita, onde foram
adicionados 3120 mg L' de NaH.PO4-H20, 2000 mg L' de NaCl, 2000 mg L' de KCI, 3180
mg L de CaCl>-H20, 20 mg L' de Na»S-H-0, 1200 mg L' de (NH4).SO4, 20 mg L' de 4cido
citrico, 400 mg L' de NaHCOs e 4000 mg L' de ureia em um volume final de 250 mL.

2.3. Caracterizacoes

2.3.1. Luminescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram coletados utilizando o espectrofotometro de
fluorescéncia AvaSpec-2048L (Avantes, Netherlands), equipado com um detector CCD de
matriz linear. O instrumento oferece uma resolucdo de 0,06 nm a 20 nm, um tempo de
integragio de 3 s e uma velocidade de varredura de 136,53 nm s'. Uma cubeta de quartzo com

quatro lados polidos e um caminho 6tico de 1,0 cm foi utilizada para essa analise. A varredura
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foi realizada com um tempo de integracao de 3 s e um tempo de ciclo de 3000 ms, com 3
medic¢oes realizadas por ciclo. Foi utilizado um detector CCD, modelo Sony ILX5111, com
2048 pixels e largura de fenda de 14x200 um, juntamente com uma fibra dptica de 6,5 mm de
diametro. A resolu¢do utilizada variou de 0,06 a 20 nm para uma taxa de varredura de 136,53
nm s™'. O pH foi monitorado utilizando um medidor de pH de bancada (Mettler Toledo, EUA)
com um eletrodo de vidro combinado com um eletrodo de referéncia Ag/AgCl com KCI 3,0

mol L.

2.3.2. Espectrometria de UV-Vis

Os espectros de absor¢ao UV-Vis foram obtidos utilizando o espectrofotometro 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 andlises de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-
ATR) foram realizadas diretamente em 30 mg da amostra utilizando o espectrofotometro de
infravermelho VARIAN 660-IR com um acessorio de reflexdo total atenuada PIKE GladiATR,
na faixa de 400 a 4000 cm™.

2.3.4. Espectrometria de massa

Espectros de massas (MS) foram adquiridos por inser¢do direta, utilizando o
espectrometro de massas (SHIMADZU) modelo GCMS-QP2010, operando a uma temperatura
de 25 °C na interface e 300 °C na fonte de ions por 10 minutos. Para essas andlises, 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 analises de Ressonincia Magnética
Nuclear de Hidrogénio e Carbono (1H e 13C NMR), 30 mg de amostra foram dissolvidos em
600 uL. de DMSO-ds ou CDCls. Os espectros foram obtidos utilizando o espectrometro Varian
Mercury de 300 MHz (300 MHz para 'H e 75 MHz para '*C).

2.4. Sintese de tiocarbazida

Usando o funil de adicao, foi vertido dissulfeto de carbono (1 mL) em uma solugdo de
hidrazina (3,3 mL) em 4gua (10 mL), contida em um baldo de fundo redondo de 25 mL. O

dissulfeto de carbono e a hidrazina foram manuseados com seguranga em uma cabine de
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exaustao, utilizando mascaras, 6culos e luvas apropriadas. A mistura foi agitada por 1 hora. Ao
final desse periodo, a mistura foi aquecida em refluxo por 2 horas. Posteriormente, permitiu-se
que a mistura esfriasse a temperatura ambiente, e foi observada a formacao de um precipitado

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

2.5. Dados espectroscopicos da tiocarbohidrazina

Os espectros de infravermelho e de massas estdo da tiocarbohidrazina sdo apresentados
na Figura 8, Figura 9, Figura 10 e Figura 11. A tiocarbohidrazina formada por cristais brancos,
apresentou rendimento 56%. Ponto de fusdo (p.f.) entre 171,1 — 172,5 °C. O espectro
infravermelho apresenta bandas intensas e caracteristicas em (cm™') Umax: 3271, 3172, 2964,
1630, 1529, 1488, 1285, 1006, Figura 2. Foi determinado a abundancia no espectro de massas
apresentando razdo carga/massa (m/z) de 106 (100, Mb), 75 (30), 60 (40), Figura 3. Os espectros
de RMN, Figura 4, sdo determinados para 'H RMN (DMSO-45) J 8.37 (s, 2H), 5.63 (s, 4H) e
3C RMN (DMSO-4) 5 181.8.
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Figura 7. Espectro infravermelho (FT-IR) da tiocarbohidrazina.
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Figura 8. Espectro de massa (IE, 70 eV) da tiocarbohidrazina.
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Figura 9. Espectro RMN de 'H (300 MHz; DMSO-ds; dpuso 2.49) da tiocarbohidrazina.
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Figura 10. Espectro RMN de '*C (75 MHz; DMSO-ds; dpmso 39.5) da tiocarbohidrazina.
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2.6. Sintese de bis-iminas tiazol

As bis-iminas de tiazol foram sintetizadas utilizando uma metodologia verde por meio
de uma reagao 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
aldeido aromatico (1,0 mmol), dcido acético 20% molar e etanol (4 mL). Este tubo selado foi
colocado na cavidade do reator de micro-ondas (CEM Discovery) com poténcia maxima de 50
W. A mistura de reacao foi aquecida a 40 °C por 30 minutos (Figura 12). Ao final da reagao, a
mistura foi resfriada em um banho de gelo, resultando na formacdo de um precipitado. Este
precipitado foi centrifugado, e o sélido foi lavado com etanol frio (3 x 4 mL). O sobrenadante
foi deixado na geladeira para uma nova precipitacdo, e esse processo foi repetido duas vezes.
Subsequentemente, todo o precipitado foi purificado por recristalizacdo em etanol, depois
filtrado a vacuo e lavado com etanol frio. As bis-iminas de tiazol T1, T2 e T3 (Figura 13) foram
sintetizadas a partir de 2-hidroxibenzaldeido, 2-cianobenzaldeido e 2-nitrobenzaldeido,
respectivamente.

Os aldeidos meta-substituidos por atomos 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

posi¢do geram complexos com anéis de 5/6 membros, que sdo mais estaveis [43,44].

Figura 11. Sintese das bis-iminas tiazo6is T1, T2 e T3.

i R
H,N. L NH, 5\
H H o NNN
Acetic acid (20 mol%) N

R O + [0) Ethanol, 60 °C, 2h 7

T1: R=0H; T2: R=CN; T3: R=NO,

Fonte: autoria propria.
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Figura 12. Moléculas sintetizadas e denominadas T1, T2 e T3.
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2.7. Dados espectroscopicos das bis-iminas tiazol

Os espectros de caracterizagdo estdo apresentados no anexo I, incluindo o espectro de
Infravermelho, espectro de massas, espectro de '"H NMR (300 MHz) e espectro de *C NMR
(75 MHz). Todos esses espectros foram utilizados para a caracterizagao 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 [), T2 (N-(2-cianobenzilidene)-2-((2-
cianobenzilidene)hidrazono)-4-fenil-tiazol-3(2H)-amina) (Figura 24, Figura 25, Figura 26 e
Figura 27, anexo 1), 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: Caracterizagao:

Sélido amarelo, rendimento 51%. P.f. 166,2 — 168,0 °C. Amax: 220 nm. IV (cm™) Timax: 642, 680,
717,747,954, 1274, 1523, 1605 (Figura 25). GC-MS (m/z) (abundancia %): 414 (45, M"), 295
(40), 121 (53), 44 (100) (Figura 26). RMN 'H (CDCls): 6 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 3C (CDCIs): 6 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, 1589, 164,1. (Figura 28).

T2: Caracterizagao:

Espectro de Infravermelho (FT-IR) (Figura 29), Espectro de massas (Figura 30), espectro de
RMN 'H (300 MHz) (Figura 31), e espectro de RMN '3C (75 MHz) (Figura 32).

Sélido vermelho, rendimento 42%. P.f. 155,4 — 156,8 °C. Amax: 234 nm. IV (cm™) Dmax: 694,
761, 940, 1263, 1445, 1512, 1608, 2221, 3065 (Figura 29). GC-MS (m/z) (abundancia %): 432
(60, M"), 303 (54), 134 (51), 129 (100) (Figura 30). RMN 'H (CDCls): § 6.24 (1H, s), 7,40 —
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7,48 (SH, 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 3C (CDCls): 6 101,1, 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: Caracterizagao:

Espectro de Infravermelho (FT-IR) (Figura 33), Espectro de massa (Figura 34), Espectro de
RMN 'H (300 MHz) (Figura 35), e espectro RMN de '3C (75 MHz) (Figura 36).

Sélido laranja, rendimento 51%. P.f. 148.4 — 149.9 °C. Amax: 221 nm. IV (cm™) Tmax: 694, 743,
843,932, 1129, 1244, 1341, 1516, 2916, 2964 (Figura 33). GC-MS (m/z) (abundancia %): 472
(20, M"), 134 (100), 104 (92), 77 (63) (Figura 34). RMN de 'H (CDCl): 6 6,21 (1H, s), 7,41 —
7,45 (3H, m), 7,49 — 7,56 (SH, 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 *C (CDCls): 6 100.,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 absor¢do foram obtidos para as bis-iminas tiazol T1, T2 e T3 nas
concentragdes de 1,25x10~* mol L, 1,02x10* mol L' e 1,14x10~* mol L', respectivamente
(Figura 14). A bis-imina tiazol T1 apresentou duas bandas de absor¢dao em 328 nm e 396 nm,
enquanto o bis-imina tiazol T2 também exibiu duas bandas de absor¢ao, uma em 351 nm e outra
em 426 nm. Por outro lado, a bis-imina tiazol T3 apresentou comprimentos de onda com
absorbancia maxima em Amax = 214 nm e 350 nm.

As moléculas apresentaram absor¢do maxima na faixa de comprimento de onda entre
200 e 500 nm, caracteristica das transi¢cdes eletronicas & — @*, que sdo comuns para 0s grupos
C=C e C=N presentes nas trés moléculas. Além disso, na faixa de comprimento de onda entre
250 e 600 nm, observa-se uma interagao proibida entre os orbitais n — m*, envolvendo um par
de elétrons ndo ligantes e um orbital anti-ligante. Essa interacao ¢ caracteristica das transi¢des
eletronicas em compostos organicos, como aqueles que contém os grupos C=N, N=N e N=0,
sendo este ultimo presente apenas na molécula T3 [50]. O diagrama de energia referente a

absorc¢ao molecular pode ser encontrado no anexo I, Figura 24.



49

Figura 13. Espectros de absor¢ao das moléculas T1 (linha preta), T2 (linha vermelha) e T3
(linha azul) obtidos por espectroscopia UV-VIS.
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Fonte: autoria propria

2.9. Estudo da seletividade, pH e interferentes

O pH desempenha um papel crucial nas rea¢des de complexagdo; assim, a reagdo foi
analisada com o pH da solu¢do variando de 3,0 a 10,0, utilizando uma solu¢do tampao de 0,2
mol L. Para acidificar o meio, foi utilizado HCI 1,0 mol L, e para alcalinizagdo, NaOH 1
mol L™'. A determinagdo 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 proporcao de 1:1 entre os bis-iminas tiazol (4x107° mol L' T3) e os ions
metalicos: Pb*", Ba?*, Ca?", Cd*', AI**, Cr*', Fe**, Cu?**, Fe**, Hg*" e Mn?". O método apresentado
pode sofrer interferéncias em sistemas liquidos e sélidos, destacando a importancia de
considerar esses fatores para garantir sua aplicabilidade e precisao [30].

Portanto, foi realizada uma andlise para identificar metais que pudessem afetar os
resultados. O comportamento do ligante (2,51x10° mol L™ T3) com Pb*" foi estudado na
presenca de outros metais, a fim de verificar possiveis interferéncias no sinal analitico. As

reacdes foram conduzidas no pH 6timo de complexa¢do, mantendo uma razdo molar de 1:1
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entre o analito/interferente para Pb®" com os ions Ba?*, Ca?*, Cd*, AI**, Cr**, Fe**, Cu*", Fe*",

Hg** e Mn*".

2.10. Otimizac¢ao das condi¢oes de reaciao

Foram realizadas otimizagdes em determinadas condi¢des de reagdo que podem
impactar significativamente a resposta analitica deste novo método fluorimétrico. Os
parametros analisados incluem tempo de reagdo, forga idnica, concentragdo do bis-imina tiazol
T3 ¢ estabilidade da luminescéncia da molécula, Tabela 3. Essas otimizac¢des tiveram como
objetivo aprimorar a precisdo e a exatiddo do método, proporcionando resultados mais

confiaveis e consistentes.

Tabela 3. Pardmetros avaliados, seu intervalo e impacto na resposta analitica.

Parametros Intervalo Resposta analitica
Tempo de reagao 0 — 60 min Tempo de resposta 6timo
Forga ionica 0 — 1 molL"! de NaCl Mudanga na estabilidade
Concentragio da T3 1,14x10°—8,33x10°mol L' Variacdo da fotoluminescéncia

Estabilidade luminescente

0 — 60 min Mudanga na estabilidade
de T3

Fonte: autoria propria.

2.11. Deteccao de Fluorescéncia de Pb?* utilizando T3

Para a determinacgdo dos ions Pb*", foram adicionados 30 pL de bis-imina tiazol T3
(1,26x10°mol L") e 680 puL de tampdo pH =3 em uma cubeta. Em seguida, diferentes volumes
de agua, amostra e solu¢do padrdo de Pb** foram introduzidos para alcangar as concentragdes
desejadas, totalizando um volume final de 3000 pL. Este estudo foi conduzido sob condigdes
otimizadas, com énfase no uso minimo de reagentes, contribuindo para a minimizagdo de
residuos gerados. Os espectros foram registrados em um comprimento de onda de emissao de
455 nm. O método fluorimétrico utilizou um monocromador apds a fonte de radiacao,
permitindo selecionar manualmente o comprimento de onda de emissdo. O comprimento de

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

experimentos subsequentes.

2.12. Rendimento Quantico

O rendimento quéntico, denotado como @, é um fator que pode impactar a fluorescéncia
de uma molécula, expressando a razao entre a quantidade de luz ou o niimero de fotons emitidos
e a quantidade de luz ou o nimero de fotons absorvidos. Uma maneira de calcular esse valor ¢
por meio do método comparativo de Williams, utilizando medigdes de absorbancia. [45]
Portanto, o rendimento quantico da bis imina tiazol T3 foi medido comparando-o com sulfato
de quinina diluido em 0,1 mol L' de HSO4, usando a equagio 1:

R

2

)

= |d
N

Onde o subscrito R refere-se aos pardmetros de referéncia (sulfato de quinina), @ o
rendimento quantico de fluorescéncia da molécula estudada, @y € o rendimento quantico de
referéncia (sulfato de quinina). I denoto a intensidade de emissdo integrada medida (A = 455
nm), enquanto IR refere-se a intensidade de emissdo da quinina. A ¢ a densidade optica (A =
350 nm), e Ar ¢ a densidade Optica da quinina. 1 € o indice de refracdo do solvente utilizado,

comn = 1,36 (etanol) e ng = 1,33.

2.13. Parametros analiticos

O método otimizado foi avaliado utilizando o espectrofotometro de fluorescéncia
AvaSpec-2048L (Avantes, Paises Baixos), onde os seguintes parametros de desempenho foram
determinados: linearidade, seletividade, limite de detec¢do (LD), limite de quantificacao (LQ),
precisdo intermediaria, precisdo intra-dia e exatiddo, seguindo os padrdes da ANVISA de 2017
[46]. Estudos de recuperagao foram realizados em trés niveis de concentragao da curva analitica

(1,5, e 9 ug L") para avaliar a exatiddo do método.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Luminescéncia das moléculas

A partir da solugcdo estoque das bis iminas tiazol, foram realizados testes de
fluorescéncia para determinar as longitudes de onda de emissao, Aems, € comprimento de onda
de excitacao, Aexc, das moléculas T1, T2 e T3. Inicialmente, foi realizada uma varredura para
entender o comportamento das moléculas, revelando uma alta luminescéncia entre 300 e 650
nm. A varredura variou a longitude de onda em 5 unidades, e a longitude de onda com o maior
sinal analitico foi selecionada. Os espectros fluorescentes sao mostrados na Figura 15, onde a
molécula T1 tem Apms = 500 nm e Agxc =490 nm, T2 Apms = 485 nm e Agxc =480 nm e molécula
T3 Aems = 455 nm e Agxc = 430 nm. Assim, as longitudes de onda de emissdo foram fixadas
durante todo o estudo.

Figura 14. Intensidade luminescente das moléculas T1, T2 e T3, no comprimento de onda de
excitagdao de 490, 480 e 430 nm, respectivamente, e comprimento de onda de emissdo de 500,

485 e 455 nm, respectivamente.
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Fonte: autoria propria.

O desvio de Stokes ¢ definido como a diferenca entre as maximas longitudes de onda
de fotoluminescéncia e absor¢do [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 importancia
do alto desvio de Stokes observado para a molécula T3, o que pode contribuir para um maior
rendimento quantico de fluorescéncia. De maneira geral, fluor6foros exibem um grande desvio

de Stokes, alto rendimento quantico de fluorescéncia, conseguem evitar autoabsorcao e
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interferéncia da luz de excitagdo, além de melhorar a precisao na detecgao fluorescente [48,49].
Esses resultados destacam a importancia do alto desvio de Stokes observado para a molécula
T3, o que pode contribuir para um maior rendimento quantico de fluorescéncia. Em
comparag¢do, 4-amino-triphenilamina (TPA-Th) sintetizada por Kolcu et al. (2020) [50] exibiu
Aems = 471 nm e Agxc = 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 Agms = 428 nm e Agxc = 340 nm,
com um desvio de Stokes de 88 nm. Ambas as moléculas possuem estruturas semelhantes as
bis-imina tiazois, e seus desvios de Stokes maiores reforcam a relevancia 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 caracterizacdo por RMN, todas as bis-imina tiazol apresentaram
comportamento semelhante, e, assim, a discussao foi realizada com a molécula T1. O espectro
de RMN de 'H da bis-imina tiazol T1 (Figura 27, Anexo 1.) mostra um singlete em § 6,18,
caracteristico do H da ligagdo SCH. O dueto em 6 6,85, com J = 8,3 Hz, integrado para um
hidrogénio, foi atribuido a CH aromatico, assim como o multiplete em 6 6,91 — 6,98 integrado
para dois hidrogénios. O dueto em & 7,05, com J = 8,2 Hz, integrado para um hidrogénio, refere-
se ao CH aromatico. O multiplete em & 7,28-7,40 para quatro hidrogénios, foi atribuido aos
hidrogénios CH aromaticos. O multiplete em 6 7,53-7,46, integrado para cinco hidrogénios, foi
atribuido aos hidrogénios aromaticos da porcao da estrutura do acetofenona. Os singletos em o
8,57 ¢9,72 para os hidrogénios NCH e para os hidrogénios OH, foram observados dois singletos
em 10,35 e 11,15. O espectro de RMN de '*C para T1 (Figura 28, Anexo I) mostram um sinal
em 0 98,9 que foi atribuido ao carbono CS. Os sinais entre 6 132,3 e 116,8 referem-se a carbonos
aromaticos. Em 6 141.0 foi observado o sinal do carbono do anel tiazol, da ligagdao CN. Os
sinais em ¢ 157,7 e 157,5 foram atribuidos ao CH das iminas. Em & 158,2 e 158,9 estao os sinais
atribuidos ao carbono ligado aos grupos OH e em 6 164,1 o sinal foi atribuido ao carbono ligado

ao N e S do anel tiazol.

3.2. Seletividade, pH e interferéncia

As bis-iminas tiazois T1, T2, e T3 passaram por um teste de seletividade para os cations
metélicos Pb**, Ba®*, Ca’", Cd*, AP*, Cr’", Fe**, Cu*, Fe*, Hg** e Mn?", com uma

concentragdo de 1,25 x 10~ mol L™! para os ions metalicos. Neste estudo, foram adicionados
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volumes de 600 uL para T1, 60 pL para T2 e T3, 680 uL de solugdo tampao fosfato (0,2 mol
L), 720 pL da solugio contendo os ions metalicos e 4gua deionizada até completar 3000 pL
em uma cubeta de quartzo com quatro faces polidas, com um tempo de reagdo de 3 minutos. O
branco foi calibrado medindo a intensidade fluorescente das moléculas sem o metal, contendo
apenas o tampao e a agua. Observou-se que a precipitacdo das moléculas ocorre em ambiente
basico, 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 solugdes

tampao.

Figura 15. Estudo de seletividade e pH das moléculas (A) T1 a 1,25 x 10* mol L™ (B) T2 a
1,02x 10*mol L' e (C) T3a 1,14 x 10* mol L', tempo de integragdo de 3s, tempo de reagdo
=3 min, n = 3. Concentragdes de ions metalicos de 1,25 x 103 mol L.

3.0 10

(A) T1 (B) T2

2.54

2.04

o
=9}
—~ 1.54
=9}

F/F,
8] w S w (= -~ o0 =}

1.0 4

0.5+

1

0+
pH

pH

S

(C) T3

° (&N
I cd”

124 3+

Cr
50 10 5 AP
o Eng
“ -
“ L
g .
A 2+

‘ 3 4 5 6 7 C] Fe

pH

Fonte: autoria propria.

A resposta analitica F/Fo >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 especifico em um pH particular, como a
deteccdo de chumbo, o sensor fluorescente seria seletivo para esse metal. Portanto, a
seletividade s seria indicada se essa resposta fosse observada exclusivamente para um metal

especifico em um pH particular.
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Portanto, esta molécula ndo ¢ ideal para o objetivo do estudo. Por outro lado, a molécula
T2 apresentou seletividade em pH = 3 e 4 para os ions Fe?*, Fe** e Pb*". No entanto, ao
considerar a aplicagdo deste método, ¢ importante observar que pode ocorrer interferéncia no
sinal devido a presenga de Cr*" em pH = 3 (F/Fo = 1,07) e Cd*>" em pH = 4 (F/Fo = 1,66). Para
o ion Cr**, a supressdo do sinal fluorescente é significativamente inferior a 1. Quanto ao Cd*",
a razao do sinal ¢ ligeiramente superior a 1, conforme mostrado na Figura 16 (B).

Na Figura 16 (C), observa-se que, em pH = 3, os fons Pb**, Fe**, e Fe** apresentam
razdes de intensidade significativamente mais altas em comparagdo com o0s outros metais,
enquanto para os metais restantes, essa razao foi mais baixa ou proéxima de 1. Especificamente,
foram encontrados valores de F/Fo < 1 para Cr** (0,77), Hg** (0,87) e Mn?* (0,88), enquanto as
razdes para os outros metais foram acima de 0,95. Em pH = 4, intensidades superiores a 1 foram
observadas para os ions Pb*", Fe**, Fe’" e AI**, destacando o potencial de interferéncia do
aluminio e ferro (II) e (III), pois a razdo F/Fo foi de 9,9 para Pb?", 3,5 para Al**, 5,6 para Fe*" e
3,90 para Fe*". Portanto, a bis imina tiazol T3 foi escolhida para a determinacio de Pb*" em pH
= 3, devido as razdes de intensidade fluorescente excepcionalmente mais altas para o chumbo
em comparagao com os outros metais neste valor de pH.

Com base nos resultados de interferéncia apresentados na Figura 16 para a bis imina
tiazol T3 na presenca de diferentes cations metalicos, ¢ evidente que hé potenciais interferentes.
Em vista disso, foi realizado um estudo utilizando uma razdo molar de 1:1 entre Pb>" e os ions
Ba**, Ca*", Cd**, A", Cr**, Fe**, Cu?*, Fe*', Hg?' e Mn*" O erro relativo (%), foi calculado

pela equagdo 2:

EI” (%) — ( FPb+interferente_FPb )x 100% (2)

Fpp

Com base nos resultados, pode-se concluir que Mn** e Fe** sio potenciais interferentes
na determina¢iio de Pb?*, pois apresentaram erro relativo superior a = 10% (Tabela 4). Como
destacado na Figura 3(C) a pH 3, observa-se uma interferéncia notavel de Fe** e uma
interferéncia de Fe*" na quantificagio de chumbo. No entanto, ao investigar o efeito do ferro na
presenca de chumbo em uma razio 1:1, os valores associados ao erro relativo (Tabela 4) foram
mais elevados para Fe** do que para Fe?". Em outras palavras, os resultados revelaram uma
divergéncia em relacgdo a seletividade [51]. No entanto, como forma de contornar o problema,
a interferéncia de Fe** pode ser minimizada pela adigdo de 100 uL de 4cido ascérbico (107> mol

L") (a interferéncia, que inicialmente era -18,3, foi reduzida para -0,8).
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Tabela 4. Estudo de interferéncia na determinagio de Pb** (n = 3) com a moléculaT3 em pH 3.

Interferente Razido Pb**: Interferente Erro Relativo (%)
Cu?** 1:1 -3,7
Ba®* 1:1 -7,0
Ca*" 1:1 -5,0
Cd** 1:1 4,9
cr’t 1:1 3,5
AP 1:1 8,3
Hg*" 1:1 5,0
Mn? 1:1 -16
Fe?* 1:1 5,7
Fe** 1:1 -18

Fe’* com acido ascorbico 1:1 -0,80

Fonte: autoria propria.

3.3. Estudo da estabilidade da luminescéncia de T3

O teste de estabilidade da luminescéncia da bis imina tiazol T3 foi realizado, mantendo-
a irradiada (Aem = 455 nm) por 60 minutos. Para isso, 60 pL de T3 (1,25 x 10~* mol L"), 680
pL de tampao fosfato 0,2 mol L' e 2260 pL de dgua destilada foram adicionados a uma cubeta
de quartzo. A cubeta foi mantida no fluorimetro durante os experimentos, utilizando uma fonte
de radiacdo xenonio 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%
apos 1 hora.

A perda de fotoluminescéncia para um tempo proximo a 60 min foi observada na auséncia
do metal de interesse, Pb(Il). As bis-iminas tiazdis, como a molécula T3, podem apresentar
variagdes na fotoluminescéncia que podem ser atribuidas a mudangas no pH, a presenga de
oxidantes como o oxigénio, e a presengca de ions metalicos e outros interferentes no meio

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

3.4. Eficiéncia Quantica

O rendimento quantico foi medido por comparacdo com o composto de referéncia
sulfato de quinina, utilizando a equacao 1 para célculo. A concentragado utilizada foi de 2 mg L~
! tanto para o sulfato de quinina quanto para T3. O resultado obtido foi um rendimento quantico
de 3,23%, em comparagdo com o rendimento de eficiéncia de 0,546 para a quinina em uma
solugdo de H2SO4 0,1 mol L. Esse resultado sugere que a molécula T3 tem uma eficiéncia
quantica inferior a da quinina nas mesmas condicdes, visto que a eficiéncia do sulfato de quinina
¢ bem estabelecida. No entanto, para fins analiticos, o rendimento quéntico obtido foi

satisfatorio, como pode ser visto pelo baixo limite de detec¢ao alcancado.

3.5. Estudo do tempo de reacio

Em uma cubeta de quartzo, foram adicionados 60 puL da bis imina tiazol T3 (1,25x10™*
mol L"), 680 uL de tampao fosfato 0,2 mol L' com pH 3, 1540 pL de 4gua e 720 pL do ion
metalico Pb?" a uma concentracao de 1,25x107 mol L'. Em seguida, a amostra foi irradiada
por um intervalo de 1 a 60 minutos, com variagdo de 1 minuto entre as leituras. Os resultados
sdo mostrados na Figura 18. Com o tempo, o sinal de intensidade foi forte, exibindo uma razao

entre as intensidades fluorescentes (F (molécula com metal) / Fo (somente molécula)) maior que
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1, permanecendo igual ou aproximadamente 4 durante todo o periodo. O ponto de 3 minutos
foi escolhido, pois a razdo F/Fo foi a mais intensa, e apOs esse tempo, a razdo ndo sofreu

mudangas consideraveis.

Figura 17. Diferenca entre as intensidades fluorescentes da bis imina tiazol T3 na presenga de
Pb** (1,25 x 1072 mol L") com emissdo a 455 nm em fun¢do do tempo em minutos, pH 3, com
n=3.

0 T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Time / min

Fonte: autoria propria.

Como pode ser visto na Figura 18, a razdo F/Fo permaneceu consistentemente na faixa
de 3,98 a 4,44, sempre acima de 1. A analise dos primeiros trés minutos resultou nos seguintes

valores:

* 2 min: F/Fo=4,1154 £ 0,057
* 3 min: F/Fo=4,2362 + 0,061

Para avaliar a significancia desses valores ao longo do tempo, métodos estatisticos como
o teste t de amostras independentes foram utilizados, adotando um nivel de significancia de p-
valor < 0,05. Os resultados indicaram que nao ha diferenca significativa entre os valores de 2 e
3 minutos, com um p-valor de 0,0669 (aproximadamente 0,07). Embora ndo estatisticamente
significante, a medicao aos 3 minutos foi escolhida porque apresentou um valor de F/Fo mais

alto, o que pode indicar uma tendéncia importante para estudos futuros.
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3.6. Efeito da forca ionica na fluorescéncia de T3

Um volume fixo da solugio de bis-imina tiazol T3 (1,24x10™* mol L!) e o tampdo de
pH 3 foram adicionados a uma cubeta de quartzo, variando o volume de dgua destilada e cloreto
de sddio. O teste de forca i6nica foi conduzido utilizando apenas NaCl. Este sal ¢ amplamente
utilizado na literatura para estudar a fotoluminescéncia de sondas [53], e, portanto, foi
selecionado. Além disso, algumas amostras estudadas neste trabalho apresentam alta
concentracdo de fons Na® ou CI, como na urina e saliva. Assim, NaCl foi adicionado
progressivamente, variando de 0 a 1 mol L™! em incrementos de 0,1 mol L', O gréfico (Figura
19) mostra variagdes pequenas, mas nao significativas, indicando que a intensidade fluorescente
da bis-imina tiazol T3 nao foi afetada pelo aumento da forga i6nica no meio reacional. Dessa
forma, a bis-imina tiazol T3 exibiu alta estabilidade durante o estudo de forca idnica.

Como pode ser visto na Figura 19, as variagdes na concentra¢do de NaCl ndo afetaram
significativamente a intensidade de fluorescéncia da bis-imina tiazol T3, indicando boa
estabilidade ionica sob essas condig¢des especificas de teste, o que demonstra a robustez do

método e sua aplicabilidade para diversas condigdes ambientais e amostras biologicas [53].

Figura 18. Grafico de barras da intensidade de fluorescéncia da bis-imina tiazol T3, sem a
presenca de Pb**, em fungdo das adi¢cdes de NaCl 0,1 mol L™}, tempo de reagdo = 3 min, n = 3.
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Fonte: autoria propria.
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3.7. Estudo da concentracio de T3

O efeito da concentragao do ligante T3 foi estudado na faixa de 1,14x10°° a 8,33x10°¢
mol L', Para uma concentragao de 1,14x10°° mol L, a resposta analitica foi méxima, e essa
concentragdo foi selecionada para os estudos subsequentes (Figura 20). Acima da concentracao
de 5x107° mol L', o sinal do equipamento foi saturado, mostrando eficacia limitada para o

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

Figura 19. Estudo da concentracdo da molécula T3.
5

F/F,

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0 4,5 5,0
Concentragio T3 /10 mol L™

Fonte: autoria propria.

3.8. Rea¢io de determinagiio estequiométrica T3/Pb2*

Em seguida, a estequiometria da reacdo entre a molécula de ligante T3 e Pb*" foi
estudada. Para isso, foi utilizado o grafico de Job, também conhecido como método das
variagdes continuas. E uma técnica experimental amplamente utilizada na investigagio das
estequiometrias de reagdes de complexacdo [52,53]. Para este estudo, foram preparadas
solucdes contendo o metal e o ligante em diferentes propor¢des com 5,7x107 mol. O grafico de
Job ¢ apresentado na Figura 21 e ilustra a relagdo entre a absorbancia (sinal analitico) e a fragao
molar do bis-imina tiazol T3, onde X3 = (n13) / (n13 + npp). Experimentalmente, foi observado
que o ponto de intersecdo das duas linhas corresponde a 0,5. Isso indica que a razdo

estequiométrica da reagdo T3/Pb*" é 1:1.
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Figura 20. M¢étodo de Job para a determinagao da razao estequiométrica de T3-Pb?".
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Fonte: autoria propria
No espectro UV-Vis do ligante T3 (Figura 22), foi observada uma banda de alta

intensidade com comprimento de onda maximo de absor¢ao em 214 ¢ 350 nm. Apoés a reagao
de complexag¢do com Pb?*" na razdo 1:1, o maximo de absorc¢do da banda de 214 nm deslocou-
se para 225 nm, indicando um deslocamento para o vermelho (efeito batocromico).

Figura 21. Espectro UV do complexo T3-Pb** e do T3.
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Fonte: autoria propria.
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3.9. Validacao do método

O desempenho analitico foi avaliado sob condi¢des experimentais 6timas. O coeficiente
de correlacao (r) foi 0,9987, e o coeficiente de determinagdo (R?) foi 0,9965. A curva de
calibracao (Figura 23) apresentou boa linearidade na faixa de trabalho de 0,67 a 10 pg L™'. A
equagao de calibracao ¢ dada por F =204,19[Pb*] + 102,77, onde [Pb*"] esta em ug L' (n=3)
e F ¢é a variacdo na intensidade de emissdo. O limite de detec¢do (LOD) e o limite de
quantificagdo (LOQ) foram calculados usando LOD = 3%xc /S e LOQ = 10%c/S, onde ¢ € o
desvio padrao de dez medigdes em branco, € S ¢ a inclinagao da curva analitica. Assim, o LOD
e o LOQ foram 0,18 e 0,62 pg L', respectivamente. A precisdo do método proposto foi
estimada por meio de ensaios de repetibilidade (n = 12) em trés niveis de concentracio,
obtendo-se % RSD (Desvio Padrdo Relativo) inferior a 5, conforme estabelecido pela AOAC
[50] para precisao intradia e interdia, conforme mostrado na Tabela 5.

A leitura do branco (solugao de bis-iminas que ndo contém Pb?") foi realizada e mostrou
um baixo desvio padrao junto com uma alta inclinacdo da curva analitica (S) de 204,19 unidades
arbitrarias/ug L' de chumbo, o que resultou em um LOD baixo de 0,18 pg L™ (ppb). Varios
fatores podem explicar esse LOD baixo. Um deles ¢ a sensibilidade do método. O
espectrofluordmetro utilizado possui alta sensibilidade, permitindo a determinacgdo de baixas
concentracdes de chumbo. Além disso, o alto fator de correlagao indica uma curva de calibragao
bem definida, € um bom rendimento quantico, o que favorece a quantificagdo em niveis de
concentragdo baixos.

Tabela 5. Desvio padrao relativo (RSD) em trés niveis de concentragdo (n = 12).

Concentracio %RSD
(ug L) Intradia Interdia
0,67 2,00 1,91
3,00 1,45 2,28
10,0 1,09 1,46

Fonte: autoria propria.
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Figura 22. Espectro de fluorescéncia em fungfio das concentragdes de Pb>*. Inserto: curva de
calibragdo linear e linha de melhor ajuste para Pb*>" na faixa de concentragdo de O ug L' a 10

ug L (n=3).
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Fonte: autoria propria.

3.10. Determinacio de Pb*" em amostras

Estudos de recuperacao foram realizados para amostras de agua de lagoa, agua mineral,
agua da torneira, urina sintética, saliva sintética e solos em trés niveis de concentragdo. Os
resultados estdo mostrados na Tabela 6, e as recuperacdes obtidas variaram de 83,53% a
119,10%. Os resultados se mostraram confidveis e dentro da faixa de 60% a 120% para
recuperagado, de acordo com os padroes da AOAC. [52]

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, algumas consideragdes sobre o
coeficiente de variagdo (CV) foram destacadas, pois alguns valores de CV ultrapassaram 10%
para algumas amostras:

« Agua Mineral (CV = 17,48%): A matriz da 4gua mineral ¢ complexa devido a presenga
de diversos minerais que poderiam interferir na analise. No entanto, essa variagao foi observada
apenas na concentra¢do de 5 pg L.

« Agua de Lagoa (CV = 17,57% a 5 pg L™'): A varia¢do pode ser justificada pela

presenca de matéria organica, que poderia contribuir para a alta variabilidade na recuperagao.
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Tabela 6. Determinacao de chumbo em amostras reais utilizando o método proposto, incluindo
o estudo de recuperacao.

Amostra Adl:g;iz_lld o/ Enc:gtiido / Recuperaciao (%)
1,00 0,83 +£ 0,04 83,5
Torneira 5,00 5,17+0,16 103,4
9,00 7,81 £0,13 86,8
1,00 1,14 £ 0,08 114,4
Agua  Mineral 5,00 4,92 +0,86 98,5
9,00 8,60+0,15 95,6
1,00 0,83 +£ 0,05 82,9
Lagoa 5,00 5,18 +0,91 103,7
9,00 10,1 £ 0,29 112,4
1,00 1,04 +£ 0,04 103,7
S1 5,00 5,09 £0,33 101,9
9,00 9,84 +£0,31 109,3
1,00 0,85+0,04 85,6
S2 5,00 4,60+0,15 92,0
9,00 9,52+0,16 105,8
1,00 0,91 +£ 0,04 91,4
Cachaca S3 5,00 5,44 +£0,07 108,9
9,00 8,94 +£0,23 99,3
1,00 1,07 £ 0,04 107,8
S4 5,00 4,65+ 0,08 92,9
9,00 8,97+ 0,09 99,7
1,00 1,10 £0,04 110,5
S5 5,00 4,99 £0,53 99,9
9,00 9,08 £0,79 100,9
Urina Ul 2,00 1,98 £0,67 99,5
sintética U2 5,00 5,95+0,55 119,1
U3 9,00 8,93 £ 0,05 99,2
. ADI 1,00 0,96 + 0,08 95,9
Sls:tl(::lia AD5 5,00 4,98 + 0,90 99,7
AD9 9,00 9,48 £0,09 105,3
Gl - 1,70 x 10°£= 7,07 -
Solo G2 - 1,10 X 10*+ 28,99 -
G3 - 5,00 x 10*£ 2,33 -
G4 - 9,20 x 10*+ 120,21 -

Fonte: autoria propria.

* Urina Sintética (CV = 33,84% a 2 ug L™'): A alta variabilidade pode ser atribuida a
varios fatores, como o efeito de uma concentra¢ao muito baixa associada a uma matriz sintética
contendo diversos compostos inorganicos. Quando comparado a outras concentragdes, foram
encontrados valores de CV mais baixos (9,24% e 0,56% para 5 e 10 ug L, respectivamente),

indicando menos interferéncias, sugerindo que concentragdes 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 preparagdo da amostra.

* Cachaca (CV = 10,62% a 5 pg L"): O CV ultrapassou 10% para apenas uma
concentragdo ¢ uma marca de cachaga, o que pode ser justificado pela matriz da cachaca, que

contém compostos organicos que poderiam interferir nas medigdes.

3.11. Comparag¢io com o método de referéncia para quantificacio de Pb**

As amostras de agua, urina sintética, saliva sintética e solo foram analisadas pelo método
de referéncia (FAAS). Os parametros analiticos de ambos os métodos podem ser vistos na
Tabela 7. Para avaliar a precisdo do método proposto, as amostras foram enriquecidas com
0,509 mg L' de Pb*". As amostras foram diluidas para posterior leitura por espectrometria de
fluorescéncia. Os resultados para a determinacio de Pb’>" por ambos os métodos estdo
apresentados na Tabela 7. Nessa tabela, foram obtidos valores de erro relativo abaixo de 13%,
indicando boa precisdo do método para algumas amostras. Por isso, foi realizada uma analise
estatistica por teste t pareado, que mostrou ndo haver diferenca significativa entre os métodos.
O estudo foi conduzido com um nivel de confianga de 95% para os grupos de agua, saliva e
solo, apresentando valores de p dentro do intervalo de confianga.

O método proposto foi mais eficiente na andlise de urina em comparacdo com o método
de referéncia, mostrando um erro relativo superior a 10%. Além disso, a recuperacdo pelo
método proposto foi de 99%, enquanto pelo FAAS foi de 113%, com o valor de p ficando
abaixo do nivel de confianga estabelecido.

O alto contetido de Ca e Na nas amostras de urina e saliva pode ter causado potenciais
interferéncias nos resultados obtidos pelo FAAS, como evidenciado pela observa¢do da chama
laranja correspondente [54]. Isso refor¢a a importincia de considerar e controlar interferentes
potenciais na anélise de chumbo na urina para garantir a precisdo dos resultados.

Os resultados obtidos nas amostras de solo foram consistentes e mostraram um baixo
erro relativo, indicando que ambos os métodos foram satisfatorios para a andlise. As
concentragdes de chumbo obtidas pelos métodos empregados foram comparaveis, reforcando a
confiabilidade e precisdo das técnicas utilizadas. Isso demonstra que tanto o método proposto
quanto o método de referéncia foram eficientes na quantificagdo de chumbo no solo,

proporcionando resultados confidveis e consistentes.
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Tabela 7. Dados de desempenho dos métodos para comparacdo na determinacdo de Pb*",

Parametros analiticos Método
FAAS Fluorescéncia
Faixa de trabalho (ng L) - 0,667 - 10,00
Faixa de trabalho (mg L!)  0,2-2,00 -
R? 0,9986 0,9900
Recuperacao (%)* 104 - 117 86 -112

 Para amostras de agua, urina sintética e saliva sintética.

Fonte: autoria propria.

Os dados apresentados na Tabela 8 foram submetidos a um teste t pareado com um nivel
de confianga de 95% (n = 3). As amostras de 4gua mineral, 4gua potavel e agua 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 satisfatoria para direcionar bons resultados para ambos os métodos. De fato, esse
método utilizou dilui¢des para atingir as faixas de trabalho em ambos os métodos, e certamente,
a diluicdo para ajustar a concentracdo das amostras ajuda a explicar o baixo erro relativo

encontrado.

Tabela 8. Determinacdo de chumbo em amostras pelo método proposto e pelo método de
referéncia.

Método

Amostras ﬁ:;dL/l FAAS/ Fluorescéncia / | Erro /R(;)latwo | p-valor
mg L! mg L
Agua mineral 0,509 0,529 £ 0,01 0,486 + 0,05 8,12
Agua dalagoa 0,509 0,558 +£0,02 0,571 £0,29 0,51 33,19
Agua 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
Gl - 1,50 x 10° + 0,95 1,60 x 10° + 7,07 6,67
Solos - 1,17 x 10*+0,22 1,10 x 10* + 28,99 5,98 0.7292
G3 - 477x 10* £0,36  4,55x 10*+ 2,33 4,60
G4 - 1,02 x 10° £3,59 9,50x 10*+ 120,21 6,86

Fonte: autoria propria.

A determinacdo de chumbo via espectrofluorimetria foi comparada com metodologias

semelhantes quanto a faixa de trabalho e limite de deteccdo (LD), conforme visto na Tabela 9.
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Tabela 9. Comparagdo dos resultados do presente estudo com os relatados na literatura.

Sensor Faixa de trabalho LD Ref.
iSP-BDDE 1,0 - 80,0 ug L 0,062 pg L! [55]
®SPE-BiFE 3,20 - 38,4 pg L! 0,10 pg L! [56]

Nanotubos de carbono 0,5-150pgL! 0,01 pg L! [57]

“ZnS QDs 1036 —20,72 ug L 507,14 pg L [58]

4GSH-AuNCs@QCM 1036 — 1036x10° pg L 1,036 ug L [59]

“N-CDs 100,01 — 10 000 pg L 49,69ug L [60]

“N-CDs 10 - 10000 pg L! S5ugL! [61]

Este

L . i -1 -1

bis-iminas tiazol 0,667 - 10,0 ug L 0,18 ugL trabalho

 Eletrodo de diamante dopado com boro impresso em tela.

® Eletrodo impresso em tela - eletrodo de filme de bismuto.

¢ Pontos quanticos de ZnS.

d Sensor colorimétrico fluorescente com membranas de celulose quaternizada incorporadas a

nanoclusters (QCM).
¢ Pontos de carbono dopados com nitrogénio.
Fonte: autoria propria a partir das referéncias 55 a 61.

Com base na comparag¢do dos trabalhos da literatura apresentados na Tabela 7, observa-
se que a faixa de detecgdo linear do método desenvolvido e seu LD estdo entre os menores
relatados nesta tabela. O método fluorimétrico proposto apresenta LD superior apenas aos
métodos eletroquimicos, uma vez que € possivel realizar uma etapa de pré-concentracdo. Esse
procedimento, por vezes, dura de 60 a 300 segundos, € 0 método proposto € mais rapido em
comparagdo a eles, sendo util para analises in situ, j4 que o método fluorimétrico pode ser
realizado in situ utilizando imagem digital baseada em smartphone. [62,63]. Além disso, o
método ¢ mais simples de ser utilizado, ndo requerendo o polimento do eletrodo como o SPE-
BiFE e os nanotubos de carbono usados, e assim, 0 método proposto ¢ mais rapido e apresenta
um alto rendimento analitico. Adicionalmente, o método proposto apresentou uma faixa linear
e LD para deteccdo de Pb>" exigidos pela Organizacdo Mundial da Saude, Conselho Nacional
do Meio Ambiente do Brasil, Agéncia de Prote¢cdo Ambiental para dgua potavel, bebida
alcodlica cachaga e solos. Assim, o método proposto apresentou desempenho comparavel, e as
vezes melhor, quando comparado a outros relatados na literatura, sendo um bom método

analitico para aplicagdes ambientais e de satide publica.

4. CONCLUSOES

Um método eficiente foi desenvolvido para quantificar Pb?>" usando um novo ligante da

classe das bis-iminas tiazois, atuando como sensor fluorescente. O método proposto foi
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aplicado para determinar Pb®" em 4gua, solos, urina, saliva e cachaga, mostrando-se preciso,
exato, simples, rapido, com uma boa faixa linear e ajustes de dados. Além disso, a reagdo
utilizada para a determinacio de Pb*" é inédita e demonstrou seletividade e sensibilidade para
este cation metalico em pH = 3.

A validag¢ao do método, comparando-o com o método de referéncia (FAAS), confirmou
sua confiabilidade e provou ser valido para a aplicagdo do método proposto como uma
alternativa viavel e precisa para a andlise de Pb>" em amostras. Assim, sob condig¢des 6timas, o
LD foi 0,18 ug L' e 0 LQ foi 0,62 ug L', com uma faixa linear de 0,67 a 10 pg L. Devido a
sua natureza rapida, com um tempo de resposta de trés minutos, a frequéncia analitica ¢ 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 analitica enquanto sdo seletivas para o ion metalico.
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ANEXO1

Figura 23. Diagrama de niveis de energia eletronico molecular

Energia

Fonte: adaptado de Skoog, 2016.
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Figura 24. Espectro infravermelho para T1.
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Figura 25. Espectro de massa (IE, 70 eV) para T1.
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Figura 26. Espectro de RMN 'H (300 MHz; CDCls; dcuciz 7,26) para T1.
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Figura 28. Espectro de infravermelho para T2.
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Figura 29. Espectro de massa (IE, 70 eV) para T2.
%
1004 129
75-]
] 432
0 ] 303
/o 50
] 77
o5l 44 102 174
] ‘51 | m ‘ 148 | g2 e ] 330 4o ik
0t “‘u A ‘\\‘\‘h‘ me‘ - L 229, 28 ‘MH‘ L “H‘ 347 212 ‘39‘9‘ H‘ 464 489
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Fonte: Barros, 2021.




80

Figura 30. Espectro de RMN de 'H (300 MHz; CDCI3; SCHCI3 7,26) para T2.
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Figura 32. Espectro de infravermelho para T3.
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Figura 33. Espectro de massas (IE, 70 eV) para T3.
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METODOS BASEADOS EM IMAGEM DIGITAL
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1. INTRODUCAO

A disciplina Quimica ¢ vista com certo receio pelos estudantes por apresentar alto nivel
de abstragdao e complexidade [1]. Contudo, seu estudo ¢ essencial para o entendimento de
fendmenos que ocorrem no cotidiano, como as reagdes de maturagdo ¢ decomposicdo de
alimentos, do envelhecimento da pele, os principios de determinam as velocidades de uma
reagdo, a composicao quimica e as propriedades de certos materiais, bem como as reagdes por
tras das variagdes climaticas que contribuem para o aquecimento global. Portanto, compreender
os conceitos fundamentais da Quimica ¢ de extrema importancia para o estudante, podendo ser
trabalhados de forma mais ilustrativa e eficiente, através de imagens digitais, por exemplo.

Nos tltimos anos, com o desenvolvimento da tecnologia e popularizacdo, a utilizagdo
de smartphones cresceu, sendo mais acentuada no ano de 2020, em virtude da pandemia
provocada pelo novo coronavirus (Covid-19), quando grande parte dos servigos foram
desenvolvidos de forma remota [2]. Assim, parte da populag@o que ja utilizava seu celular para
atividades pessoais, passou também a utiliza-lo para o trabalho e para a educagao. Além disso,
os smartphones tém sido langados com maior tecnologia, elevadas resolugdes de suas cameras,
maior capacidade de armazenamento de dados, aplicativos para fins diversos, tornando-o um
poderoso instrumento analitico de analises quimicas qualitativas e quantitativas [3].

As primeiras imagens fisicas foram desenvolvidas durante o século XIX e XX a partir
dos experimentos da cdmera escura de orificio [4]. Em 1822 com a descoberta quimica da
imagem através do quimico Louis Jacques Mandé Daguerre, que comercializou o
daguerredtipo, um instrumento que permitia fixar as imagens projetadas por meio da luz[4], o
qual foi o pioneiro na imagem colorida e gravagdo 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 fisicos Willard Boyle e George Smith, vindo em 2009 a ganhar o prémio
Nobel de fisica pelo invento [6]. Em um sensor CCD os elétrons sdo gerados apos a incidéncia
da radiacdo em sua superficie, em seguida, ocorre a amplificacdo do sinal, usando um
amplificador operacional integrado na saida do dispositivo, e logo ocorre a conversao
analogica/ digital [7]. Com a capacidade da conversdo da radiacdo eletromagnética em sinal
elétrico, isso culminou como um dos maiores marcos para a revolucao da fotografia digital com

a criagdo das primeiras cameras de TV e fotografias digitais.
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Ja o sensor CMOS (Complementary Metal Oxide Semicondutor, 6xido de metal
semicondutor complementar) foi desenvolvido por Erick R. Fossum, que teve o sensor CCD
como parametro para o seu desenvolvimento em meados do final da década de 80 para o inicio
da década de 90. Os sensores CMOS tém em cada pixel um circuito constituido de fotodiodos,
capacitores e transistores interligados. Em 1990 o CMOS teve um grande avango em torno de
seu concorrente, CCD, que estavam presentes em todas as maquinas fotograficas, perdendo sua
hegemonia para 0o CMOS que apresentavam mais vantagens como o baixo consumo de energia,
e reducao do tamanho do sistema de imageamento, levando a uma revolucao na miniaturizagao
dos dispositivos, tornando-os compactos ¢ leves [8].

O uso de cameras com sensor CCD e CMOS tém sido introduzido na quimica analitica
por diversos motivos, tais como aquisi¢cdo rapida de sinal, baixo sinal de fundo, devido ao
controle da radiagdo espuria e baixo ruido e boa linearidade que ¢ um parametro para um
método analitico ¢ definida como a capacidade de fornecer respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentragdo do analito [9].

Diversos métodos analiticos vém sendo utilizados e constantemente desenvolvidos
baseados em reagdes quimicas que produzem produtos coloridos, reagdes estas que sdo
denominadas de reagdes colorimétricas. Estas reacdes visiveis ao olho nu podem ser facilmente
registradas por sensores de webcams, scanners, cameras digitais, e smartphones, os quais
atualmente empregam detectores do tipo CMOS. Métodos baseados em imagem digitais (DIB)
(DIB) ¢ uma ferramenta de custo acessivel, rapida, intuitiva e portatil quando comparada aos
espectrofotometros convencionais utilizados em laboratorios, podendo ser aplicada nas mais
diversas areas [10—13] para quantificagdo de determinada espécie quimica de interesse. O
método DIB visa obter imagens mediante a ocorréncia de reagdes colorimétricas [14] e, mais
recentemente, através da fluorescéncia (¢ a propriedade de emitir fétons ao ser excitado por
radiagdo eletromagnética, retornando ao seu estado fundamental sem mudar a orientacdo de
spin do elétron excitado) emitida por algumas espécies quimicas, entre elas pode-se destacar
algumas nanoparticulas funcionalizadas, como os pontos quanticos de carbono (do inglés
carbon quantum dots®, CQD) [10,11,15,16], onde nesse caso, 0 método ¢ uma extensao do DIB,
denominado FDIB (do inglés fluorescence Digital Imaging-Based) [10,11,17-20].

Os primeiros trabalhos baseados em DIB surgiram em meados do inicio 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 determinagdo simultanea de ions Al** e Fe*" em ligas usando o reagente
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13" e Fe** para formar complexos

cromogénico, cromo azurol S, que reage com os ions A
coloridos soluveis em dgua. As intensidades da cor dos dois complexos dependem da
concentragio dos ions Al** e Fe*". Para isso, desenvolve-se uma titulacio baseada em imagens
digitais para a determinagdo da concentragdao de HCl e H3PO4, bem como o grau de alcalinidade
em amostras de dguas 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 titulacdo. Quatro anos depois, em 2009, Lyra et
al.[23] desenvolveram um método espectrofotométrico de emissao atomica de chama baseado
em imagem digitais (DIB-FES) para analise quantitativa de litio, sédio e célcio em
antidepressivos, soro fisioldgico e dgua potavel de uma estacdo de tratamento de dgua (ETA),
respectivamente. Foi uma das primeiras aplicagdes de DIB com emissdo atdmica na literatura.

No inicio, o método DIB estava apenas restrito a poucos grupos de pesquisas, uma vez
que apenas estes grupos detinham o conhecimento para a obten¢do de dados de sistemas de
cores, por meio de uma Engenharia reversa, por transformarem as imagens digitais em dados
analiticos. Para isso, algoritmos eram desenvolvidos em Delphi, Matlab entre outros [23]. Anos
depois, com o avanco no desenvolvimento de dispositivos de captura de imagens com maiores
resolugodes, capacidade de processamento de dados, softwares e aplicativos que facilitam a
obtenc¢do de dados, popularizou-se o uso desse novo método analitico [12,24,25].

O método DIB padrao, usando uma camera digital para a captura de uma imagem de
uma reagdo colorimétrica, tem como principio norteador para seu funcionamento o fendmeno
da reflectancia [13,14,25]. diferentemente das técnicas espectrofotométricas tradicionais como,
por exemplo, Ultravioleta-Visivel (UV/Vis) que se baseiam no principio da transmitancia, € por
fim, sua conversao em absorbancia [25,26]. Na reflectancia, a medi¢ao ¢ realizada através de
fotons que foram refletidos por um determinado meio parcialmente absorvente. O fendmeno da
reflexdo geralmente ocorre na interface ar-superficie e também na interface parede-solu¢do com
um angulo entre a radiagdo incidente e emitida diferente de 180° (Figura 37A) [27]. J4 a
transmitancia, 7, ¢ definida como a relagdo entre a radiagao emitida, /, e a radiagao incidente,

Io, com um angulo de 180° formado entre as duas, de acordo com a Equagao 1 (Figura 1B).

T=1 (1)

A absorbancia corresponde ao logaritmo decimal negativo da transmitancia, de acordo

com a Equagao 2:
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A=-logT=-1log (i—o) (2)

Figura 36. A) Emprego do fenomeno da reflectancia utilizado pelo método DIB, através da
captura pela cdmera do smartphone da radiagao refletida pela amostra e posterior uso do sistema
RGB para decomposi¢ao da imagem e quantificagdo do analito; B) Empregos do fendmeno da
transmitancia/absorbancia utilizando um espectrofotometro UV-Vis com seus principais
componentes internos
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Contudo, sabe-se que existem uma correlacdo entre reflectancia e absorbancia, pois,
quanto maior for a absorbancia de fotons em um meio, menor sera sua reflectancia. Assim, ¢
necessario distinguir os dois processos fisicos e usar o termo transmitincia e absorbancia para
espectrometria UV-Vis, e reflectdncia para métodos baseados em imagens digitais, onde a
simples captura da imagem seja obtida pelo dispositivo [27,28]. O espectrofotdmetro ¢ um

instrumento que mede a quantidade de fotons absorvidos depois que passam pela solugao que



88

contém a amostra absorvente determinando sua concentragdo, de acordo com a medida da
intensidade da radiagdo detectada.

Uma camera de smartphone posicionada a um angulo de 180° com a fonte de radiagao
(Figura 37B) pode ser utilizada como detector, nesse caso, seria mais recomendado usar o termo
transmitancia ou absorbancia nos dados obtidos, contudo essa configuracdo precisa ser
precisamente descrita, caso contrario, serd a configuragdo padrao, onde o dispositivo de captura
apenas tira uma fotografia do meio reacional colorimétrico, e por consequéncia, a reflectancia

¢ o fendmeno medido.

2. Conhecendo um pouco mais sobre imagens e processamento de imagens digitais

A percepcao e interpretacao das cores pelo cérebro humano constitui um fendomeno
ainda ndo plenamente compreendido. A natureza fisica da cor ¢ formalmente expressa com base
em resultados experimentais e tedricos, onde a radiagao cromatica engloba o espectro de energia
eletromagnética em uma regido que vai de aproximadamente 400 a 700 nm, trés valores basicos
sao utilizados para descrever a qualidade de uma fonte de radiagdo cromadtica: a radiancia, a
luminancia e o brilho [29]. A radidncia é a quantidade total de energia que flui da fonte de
radiagdo e ¢ medida em watts (W). A lumindncia, por sua vez, ¢ medida em lumens (Im), que
mede a quantidade de energia que um observador percebe de uma fonte de luz. Por fim, o brilho
¢ um parametro subjetivo, que incorpora a nocdo acromdtica de intensidade e ¢ um dos
principais fatores na descri¢ao da sensagdo de cores [29].

O objetivo de um modelo de cores (também chamado de espago de cores ou sistema de
cores) ¢ facilitar a especificacdo das cores em alguma forma padronizada, amplamente aceita
[23]. Essencialmente, um modelo de cores ¢ uma especificagdo de um sistema de coordenadas
e um subespaco dentro desse sistema no qual cada cor € representada por um Unico ponto. Entre
os diferentes sistemas de cores mais utilizados estdo o RGB (vermelho, verde e azul), o CMYK
(ciano, magenta, amarelo e cor chave — preto), o CMY (ciano, magenta e amarelo), o HSL

(matiz, saturagdo ¢ luminosidade), o HSV (matiz, saturacao e brilho) entre outros [23].

2.1. Sistema RGB

O RGB ¢ o sistema de cores mais utilizado devido a sua simplicidade. Nesse, cada cor
aparece em seus componentes espectrais do vermelho, verde e azul. As intensidades das cores
geradas sdo armazenadas em 256 niveis, em uma escala de 0 a 255 para cada canal de cor

(vermelho, verde e azul), onde a combinacao desses trés canais leva a um valor de equivalente
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a (256)° = 16.777.216 cores, cobrindo todo o espectro eletromagnético visivel 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
subespaco de cores de interesse ¢ ilustrado como um cubo (Figura 38A), contendo os valores
RGB nos trés vértices; as cores ciano, magenta e amarelo estdo em outros trés vértices; o preto
esta na origem; o branco esta 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 sdo pontos no cubo ou
dentro dele e sdo definidas por vetores que se estendem a partir da origem. Por conveniéncia,
assume-se que todos os valores de cor foram normalizados, de forma que o cubo apresentado
na Figura 38A ¢ um cubo unitério, isto ¢, assume-se que todos os valores de R, G e B estejam

no intervalo [0, 1] [29].

Figura 37. Representacdo esquematica do A) cubo para o sistema de cores RGB e do B) prisma
para o sistema HSV
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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 inglés cyan, magenta and yellow, CMY) ou realizam internamente uma conversao de RGB
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a CMY. Essa conversdo ¢ realizada utilizando a Equa¢do 3, um modelo subtrativo, e assim ¢
possivel encontrar e definir a cor preto.

[CMY]=[111]-[RGB] 3)

A Equagdo 1 demonstra que a radiacdo refletida de uma superficie coberta com ciano
puro, por exemplo, ndo contém vermelho (uma vez que, C = 1 — R na equacdo). De forma
similar, o magenta puro nao reflete o verde, e o amarelo puro nao reflete o azul [29]. A Equagao
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 pratica, a combina¢ao dessas
cores para a impressdao produz um preto de aparéncia turva. Dessa forma, para produzir o
verdadeiro preto (que ¢ a cor predominante na impressdo), uma quarta cor, o preto, ¢é

adicionada, gerando o modelo de cores CMYK (K, do inglés Key).

2.3. Sistema HSV

O modelo HSV ¢ definido pelos pardmetros: matiz (H, hue), saturagdo (S, saturation) e
valor (V, value). A Figura 38B mostra uma representagdo grafica 3D do sistema HSV no
formato de uma piramide hexagonal derivada do cubo RGB. Os diferentes valores de matizes
estdo representados na parte superior da piramide, a satura¢do ¢ medida ao longo do eixo
vertical, o qual passa pelo centro da piramide. Nessa base hexagonal da piramide, cada vértice
corresponde a uma das cores do sistema RGB ou as cores complementares (ciano, magenta e
amarelo), sendo o angulo entre eles de 60°. De acordo com a Figura 38B, o vermelho ¢ dado
pelo angulo 0°, o amarelo equivale a 60° e assim por diante.

A saturacdo varia de 0 a 1, e corresponde a “pureza” da cor, quanto menor esse valor,
mais proximo do tom de cinza aparecera a imagem, quanto maior esse valor, mais “pura” a cor
sera. O valor (brilho) varia de 0 (pico da piramide), que representa a cor preto, a 1 (base da

piramide), onde as intensidades das cores sdo maximas.

3. Aparatos para a captura das imagens digitais

Para as aplicagdes envolvendo o método DIB, frequentemente ¢ empregado o uso de
plataformas de suporte, Spot Test (testes locais ou pontuais), para acomodar a solu¢ao contendo
o analito. Para esta finalidade estas plataformas devem ser construidas a base de materiais
inertes a fim de evitar reacdes indesejadas com o analito sob andlise e, para isso, materiais como

papel [32—-34], placas ceramicas [35], microplacas de poliestireno[31] e cubetas de quartzo ou
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vidro [36] estdo entre os materiais mais utilizados. Devido a versatilidade desses materiais e
suas caracteristicas, muitas aplicagcdes com DIB tém sido empregadas como novos métodos
para os classicos do tipo Spot Test [14,35], Recentemente foi observado o uso de polimeros do
acido polilatico (PLA) (Polylactic acid) [10,11], um material biodegradavel, estando em
conformidade com a quimica verde. As plataformas de PLA podem ser obtidas através de
impressoras 3D por meio de extrusdo por filamento fundido, possibilitando construir diferentes
formas ¢ volumes, moldes customizados, leves, resistentes, além de facilitar a miniaturizagao e
sua utilizagdo para analises in situ [10,11].

Outro fator que merece destaque ¢ no que se refere a radiagdo, visto que o
controle’homogeneizacdo da radiacdo para a captura da imagem digital ¢ de fundamental
importancia, a fim de evitar a radiacao espuria, que ¢ definida como a radiagao do instrumento
que esta fora da banda de comprimento de onda nominal escolhida para a determinagao [27]. A
negligéncia desses cuidados pode acarretar a baixa acuracia e precisdo do método
comprometendo os resultados das analises [37,38]. Assim, para contornar esses inconvenientes,
faz-se necessario o emprego de camaras fechadas [11,35], evitando o excesso de radiacdo 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 camera digital [40], ¢ o smartphone [11,41]. Com o
desenvolvimento tecnoldgico estes aparelhos apresentaram uma melhora tanto na sua estrutura,
havendo reducdo dos seus tamanhos e, por consequéncia, maior portabilidade, assim como a
evolucdo do seu hardware, equiparando-se a microcomputadores com elevada memoria interna
(capacidade de armazenamento de dados) e cameras de alta resolugdo, proporcionando o
emprego desses aparelhos em aplicagdes espectroscopicas e colorimétricas [42].

Um estudo realizado por Benedetti ef al.[40] mostrou que cdmeras com diferentes
qualidades de resolucdo ndo comprometem as andlises quimicas, assim como ndo dao
resultados divergentes. Mas deve-se enfatizar que essa diferenca de resolugdo, implica em
precisoes diferentes, na medida que smartphone ou outro dispositivo de captura com cameras
de alta resolucdo favorece uma maior precisdo na obtenc¢ao dos dados de uma imagem, por gerar
melhor defini¢cdo nos pixels analisados, em detrimento de dispositivos com cameras de baixa

resolucgao.
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4. Aplicativos e softwares para a conversiao das imagens em sistema numérico

A imagem digital pode ser utilizada para diversas areas, de tal forma que seja necessario
estudarmos um meio de analisa-la. Para isso podem ser empregado algum software ou
aplicativo de leitura do RGB (vermelho, verde e azul), HSV (matiz, saturacdo, brilho), HSI
(matiz, saturacdo, intensidade) e o HLS (matiz, luminosidade, saturagdo), tais como: Color
Grab, ColorX, PhotoMetrix PRO, PhotoMetrix UVC, Imagel Software, entre outros. Assim,
através dos tratamentos necessarios ¢ possivel determinar a presenca e concentracao 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
(A) (B) (9]
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Fonte: autoria propria.

Cada software citado acima foi desenvolvido com a finalidade de utilizar este recurso
para trabalhos académicos e/ou profissionais. O sofiware ImagelJ (Figura 39A), foi
desenvolvido por Wayne Rasband (Instituto Nacional de Saude 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 ¢ bem disseminado na literatura [44]. Além disso,
fornece métodos simplificados de andlise de imagem, por ser de cddigo aberto, possui facilidade
de operacdo 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 estd disponivel na Play Store ou Apple Store de forma gratuita, e
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instrugdes de uso [46]. As imagens podem ser adquiridas pela camera do celular (versdo
PhotoMetrix PRO®) ou por uma cimera externa acoplada no celular (versio PhotoMetrix
UVC), nas duas versdes ¢ possivel realizar a calibragdo univariada e multivariada por minimos
quadrados parciais [24,47], medir os valores de RGB ¢ as outras formas ja mencionados.

O software ColorX foi desenvolvido por Silvija Safranko e colaboradores da
Universidade de Osijek (Croacia) e Faculdade de Tecnologia de Alimentos Osijek (Croacia)
para coleta e analise dados através do algoritmo criado a partir dos valores de RGB. Esse
software foi elaborado utilizando linguagem de programacdo Visual Basic (baseado em
Windows), possui interface grafica de facil entendimento, permite a importagdo de imagens do
celular ou aquisi¢do de uma imagem a partir de uma camera 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 versao de acessibilidade, em que ¢é possivel ouvir o que ¢ feito. Esta disponivel
para softwares Android, onde € possivel exportar para outros aplicativos e importar da sua
galeria para analisar os canais RGB [49].

Em geral, estes sofiwares/aplicativos vieram para facilitar o trabalho do analista,
permitindo controlar e interpretar os resultados obtidos, além de serem de facil operagdo,

gratuita e de resposta rapida.

4.1. Aquisicao e tratamento dos dados do DIB

Para a construgdo das curvas analiticas a fim de determinar a concentragdo do analito
de interesse, faz-se necessario langar mao de ferramentas matematicas que correlacione os
valores do RGB das imagens obtidas com a concentracdo do analito. Para essa finalidade,
normalmente calcula-se o vetor (v) de todos os dados RGB através da distancia euclidiana,

conforme Equagao 4[10,35]:

v=y(R—= Ro)? + (G- Go)? + (B~ By)> 4

Onde os parametros R, G e B representam os valores referentes aos canais vermelho,
verde e azul, respectivamente obtidos da imagem e os pardmetros R, G, € B representam os
valores do RGB da solug¢do do branco, aquela isenta do analito. Com todos esses parametros
conhecidos, uma curva do vetor versus concentracdo do analito pode ser tracada e, por

conseguinte, a quantificacdo da espécie de interesse pode ser determinada. Essa forma de
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tratamento muitas vezes se revela imprescindivel para uma andlise mais rigorosa e criteriosa,
uma vez que quanto maior for a curva do vetor, maior sera a interagdo/reacdo do analito de
interesse com e espécie cromodfora. De modo contrario, quanto menor a curva (tendendo a zero)
menor a interagao/reagdo do analito com o cromoéforo. Vale salientar que ha uma relagdo
diretamente/inversamente proporcional, a depender das espécies presentes na matriz, entre a
variagdo da concentragdo do analito e a variagao dos valores de RGB que nesse caso € utilizado
para fins de quantifica¢do.[10,11]

Outra maneira comumente utilizada para constru¢do de curvas analiticas se da através
de equagdes logaritmicas, como na relagdo entre — log(/lo), que ¢ a razdo entre as intensidades
da radiacdo refletida diante da presenca do analito, /, com a intensidade da radiagdo refletida
sem a presenc¢a do analito, /o, (branco) versus a concentragao do analito [40]. Existem outras
formas possiveis para quantificagdo, como usar o valor bruto do sistema RGB [11] ou fazer o
uso da multiplicagdo dos valores (R X B % G), conhecido como valor de cor [22]. Para esse
tltimo calculo, os valores de RGB podem chegar 4 ordem de 107 e, com isso, todos os valores
gerados pelo modelo RGB serdo utilizados. A vantagem deste tltimo modo de tratamento ¢ que
ele apresenta uma sensibilidade maior para pequenas variagdes do sistema RGB, quando
comparada ao modo dos valores brutos, porém este modo da multiplicagdo dos canais trabalha
com escala de valores alta [22], o que pode ser um desconforto para os calculos. Entretanto, a
forma mais simples € empregar sem qualquer calculo os valores reais do RGB, o que facilita os
calculos [11].

5. Uso da imagem digital em trabalhos académicos

Este ¢ um estudo de revisdo critica e descritiva concebido através da producdo
cientifica indexada na base de dados Web of Science, com uma visdo geral sobre o uso da
ferramenta em areas cientificas relacionadas ao tema. Além disso, pretende-se quantificar o
nimero de publicacdes realizadas nos ultimos anos relacionado a imagem digital de maneira
geral e na grande area de Quimica, e por fim, artigos relacionados ao ensino de quimica.

Desse modo, o presente artigo tem como objetivo exploratorio-descritivo, evidenciar e
discutir algumas percepgdes sobre o uso de métodos baseados em imagens digitais (DIB, Digital
Image-Based), desde aspectos gerais até sua aplicacdo ao ensino da Quimica, baseando na
problematica “Como a imagem digital tem sido utilizada na quantifica¢dao de analitos no ensino
de Quimica 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 relevancia deste tema no ambito académico. Na Figura 40 tem-se os dados
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extraidos desta plataforma, em que, pode-se observar um crescimento consideravel em termos
de publicacdes desde 1990 até comego de 2022 para trabalhos académicos que envolvem
imagens digitais nas mais diversas areas (Figura 40A), trabalhos que aplicam imagens digitais
apenas na quimica (Figura 40B), bem como trabalhos envolvendo imagens digitais no ensino
de quimica (Figura 40C).

O uso de imagens digitais vem sendo trabalhado nas mais diversas areas cientificas com
objetivos especificos, por exemplo, Kelly et al.[50] utilizaram as imagens digitais para medir
deformacdes em superficies de uma coluna vertebral. Em ciéncia forense, animais € ambientes
também foram registrados [51] para identificar morfologicamente espécies de vida selvagem.
Ainda com relagdo a ciéncia forense, imagens digitais de cabelos foram usadas para obten¢ao
de evidéncias de crimes [52,53].

No campo de informatica voltada a patologia, Yao et al.[54] elaboraram o método
ThinPrep para preparar analises de imagens digitais na citomorfologia da tireoide, podendo
quantificar informagdes morfologicas para fins de diagnosticos. Stone et al.[55] utilizou DIB
em 10 pacientes com problemas cutaneos, incluindo alopecia mucinosa, psoriase € nevos
displasicos, a fim de acompanhar as lesdes. As imagens digitais também tiveram aplicagdes
urolégicas [56] ao contribuir com a pratica cirurgica, na medida em que os urologistas podiam
ter a certeza de obter imagens de videos em tempo real e com a clareza, melhorando o
diagnostico e o tratamento.

No campo de ciéncia arqueologica, Trimmis [57] utilizou imagens digitais para estudar
o kernoi, que sdo lajes de pedra com marcas de tagas arranjadas circularmente durante a Idade
do Bronze, localizadas no mar Egeu. Ja no campo da comunicacao, Evsutin ef al.[58] trataram
da importancia da marca d’agua nas imagens digitais a fim de garantir direitos autorais e
combate a falsificacdo. Na Ciéncia da computagdo de Materiais, Thoby et al.[59] utilizaram o
método de correlagdo de imagens digitais para calcular campos cinematicos de espécimes. Na
agronomia o DIB tem sido empregado para analises do carbono organico do solo de acordo
com os niveis de iluminacao [60], bem como para a quantificagao do teor de ferro presente no
solo [61]. Na engenharia civil, Jo ef al.[62] utilizaram imagens digitais para avaliar a forca de
tensdo 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 utiliza-lo em qualquer area
para finalidades infinitas [3].

Os exemplos anteriores mostram como ¢ ampla a aplicabilidade das imagens digitais,

no entanto, ainda ha muitos exemplos, mas ndo € nossa inten¢do apresentar todas. Quanto a
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quimica, 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
reacgoes colorimétricas conseguiram detectar quantitativamente o cobre em aguardente de cana-
de-agucar. Em outra publicacdo, os autores[64] utilizaram o DIB para determinar o teor de
acucares redutores em cachaga, a saber glicose e frutose por meio da reacdo de reducdo de
Cu(II) a Cu (D).
Bock et al.[47] utilizaram o método de baixo custo para determinar cobre em aguardente de
cana-de-agucar, utilizando o software PhotoMetriz UVC® embutido no smartphone, através da
reagdo de complexacdo entre o cobre e a cuprizona, que apresenta uma coloracdo 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, limdo e maracuja a
partir da microtitulacdo utilizando antocianinas como indicador biodegraddvel com detec¢ao
por DIB. Resque et al.[35] verificaram a conformidade de produtos alvejantes contendo o
hipoclorito de sddio. O método consistia em capturar uma imagem digital da rea¢do 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 deteccao de leite adulterado. Neste
trabalho foram detectados simultaneamente varios adulterantes quimicos do leite como: a ureia,
detergentes, sabao, amido, peroxido de hidrogénio, hidrogenocarbonato de sodio e sal. Soares
et al. [66] propuseram um método para quantificacdo de biodiesel em misturas de diesel. A
analise baseou-se em uma reacao de complexagdo entre o Fe(IIl) e o ion hidroxamato produzido
através da reacgdo entre os ésteres alquilicos proveniente do biodiesel e a hidroxilamina. Para a
captura das imagens foi utilizada a cdmera de um smartphone, sendo a imagem posteriormente
decomposta no sistema RGB pelo aplicativo PhotoMetrix. O limite de detec¢ao encontrado para
um nivel de confianga de 99,7% foi de 1,0% (v/v) de biodiesel.

De Almeida et al.[11] determinaram o tempo de eficacia de uma solugdo sanitizante a
base de hipoclorito de so6dio em tapetes sanitizantes. O sal ¢ utilizado no combate a
microorganismos patogenos e foi monitorado através da fluorescéncia dos carbon quantum dots
(CQD), mediante ao efeito quenching (supressao da fluorescéncia) uma vez que o hipoclorito
de s6dio por ser um agente oxidante forte, retira elétrons dos CQDs contribuindo para a
diminui¢do da fluorescéncia. Os CQD sdao uma classe de nanomateriais de carbono que
apresentam propriedades luminescentes e vantagens de baixa toxicidade, compatibilidade com
0 meio ambiente, baixo custo, fotoestabilidade quando comparado aos Quantum Dots de

semimetais tradicionais. Como essa variacdo da fluorescéncia estd diretamente atrelada a
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concentragdo do hipoclorito de sddio, fica acessivel a determinagdo da concentracdo do agente

sanitizante.

Figura 39. Numero de publicagdes por ano (1990-2022) obtidos da plataforma Web of

Science, utilizando a palavra-chave “digital image” para diversas areas da ciéncia (A), em

particular para quimica (B) e ensino de quimica (C)
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Dos Santos et al.[67] desenvolveram um trabalho usando smartphone como um detector
para determinar o acido ascorbico (AA) em frutas nativas e exoticas da Amazonia. A reacao
consistiu na redugdo de Fe(IIl) por AA e posterior complexagdo com 1,10-fenantrolina. Araujo
et al.[68] propuseram um método quimiométrico para identificar adulteracdo em acai,
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 analise de componentes
principais (PCA) e os modelos SIMCA (Modelagem Independente Suave por Analogia de
Classes) e o PLS (Analise Discriminante Por Minimos 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 as informagdes quimicas contidas nas imagens
digitais. Maroubo & Melchert [69] desenvolveram um método alternativo para a extracdo das
sulfonamidas (SAs) através da microextra¢do sélido-liquido em carnes, uma vez que as SAs
sdo antimicrobianos sintéticos de baixo custo amplamente utilizados na medicina veterinaria
para tratar doengas e prevenir infecgdes. No entanto, longos periodos de exposi¢ao as SAs
podem causar efeitos adversos. Para a quantificacdo do teor de sulfonamidas foi empregado
uma reagao colorimétrica, tendo como base a formacao de um composto rosa, um sal de imina.
Para a captura das imagens foi empregado um smartphone ¢ 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 tonicas,
através do sinal da fluorescéncia emitida por esta molécula. Para esta analise foi empregada
uma camara UV (ultravioleta) com quatro diodos emissores de radiacdo UV de alto brilho com
comprimento de ondas maximo de emissao a 370 nm. Os sinais de fluorescéncia 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
determinagdo do acido turico na saliva como forma de detectar disfungdes renais. Esse método
foi baseado em uma reagdo colorimétrica através da reducao de Cu(II) a Cu(l) pelo acido trico,
seguida pela complexagdao com acido 2,2-biquinolina-4,4-dicarboxilico (BCA), resultando em
um complexo violeta.

Kajornklin et al.[70] por sua vez utilizaram imagens digitais para quantificar o valor da
constante de equilibrio de uma reagao do complexo cobalto (II) e da reagdo de formacao do
complexo cobalto ferro(Ill)-tiocianato, através do software Imagel. Ja Bock et al[71]

utilizaram o software PhotoMetrix PRO para quantificar o teor de etanol, via colorimetria,
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através da reacdo de nitrato de amonio com o etanol produzindo um complexo de alcoxido 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 detecgao Optica, eletroquimica,
neurocirurgia minimamente invasiva [72], por exemplo, em andlises 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 analises sejam realizadas in loco (no proprio

local).
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CAPITULO IV

SINTESE DE BIS-TIOCARBAZONA COMO SENSOR EM DISPOSITIVO
MICROFLUIDICO PARA DETERMINACAO DE COBRE (II) EM AGUA, CACHACA
E CHA DE MACA VIA IMAGENS DIGITAIS DE FLUORESCENCIA

“log(G/G,) = 0.00509[Cu(IT)] - 0.00409
*1 R=0.9971
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1. INTRODUCAO

O cobre desempenha um papel importante em diversos processos fisiologicos, atuando
como cofator enzimdatico em varias cuproenzimas, que estdo envolvidas em reacdes de
transferéncia de elétrons entre um substrato e o oxigénio molecular, utilizando atomos de cobre
tanto forma oxidada (Cu(Il)) ou reduzida (Cu(l)) [1,2]. Este metal ¢ indispensavel ao
organismo, desempenhando fungdes vitais no sistema nervoso [3]. Entretanto, o controle de sua
ingestdo ¢ fundamental, pois o excesso de cobre pode causar efeitos adversos, como diarreia,
nausea e ulceras e até desencadear a doenca de Parkinson [1,3,4]. Devido a esses riscos, 6rgaos
reguladores estabelecem limites para a quantidade de cobre permitida em diferentes produtos.
Para a cachaca, o limite recomendado ¢ de até 5 mg L', conforme a Instrugdo Normativa
Ministério da Agricultura e Pecudria (MAPA) do Brasil, n° 13 de 29/06/2005. Para a 4gua
potéavel, o limite é de 2 mg L', segundo a Organizagdo Mundial da Satide (OMS) da portaria
GM/M N°888, de 4 de maio de 2021. J4 para frutas in natura, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) do Brasil, com instru¢do normativa n° 160 de 1° de julho de 2022, na qual
estabelece um limite de concentragio de 10 mg Kg™'. A Agéncia de Protegdo Ambiental dos
EUA (EPA) define o nivel maximo de ions Cu(Il) de 1,3 mg L™! presente em agua potavel [5].

A quantificagdo de Cu(II) pode ser realizada por alguns métodos, incluindo métodos
colorimétricas [1,6-9], adsor¢dao [10,11], eletroquimica [12—17], espectroscopia de emissdao
optica 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 analiticos [25]. Isso tem tornado os métodos
colorimétricos de baixo custo, acessiveis e de rapida execugdo, possibilidade de andlise 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 reagdes colorimétricas, resultante da
presenca de cromoforos nos reagentes envolvidos na reacao [8]. O método DIB vem ganhando
destaque no cenario cientifico nos ultimos anos, com a publicagdo de inlimeros trabalhos com
aplicagdes analitica como na detec¢do de aminas biogénicas em alimentos [28,29], adulterantes
em leite [30,31], contaminantes em bebidas [1,6,32,33], metais em aguas ambientais [34],
surfactantes em dguas 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),

¢ uma metodologia mais recente, comparada ao DIB que utiliza de reagdes colorimétricas na
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regido do UV-Vis. Este método se baseia na medida de fluorescéncia gerada por moléculas
[28,29] ou nanoparticulas [43] como os pontos quanticos, usando imagens digitais de
fluorescéncia [26,29]. Para as andlises envolvendo o método DIB/FDIB ¢ recomendado o
emprego de camaras fechadas [27,33,44], a fim de isolar a matriz contendo o analito da radiagao
externa, evitando a presenca da radiacdo espuria e de ambientes com sombras e/ou excesso de
brilho, minimizando assim a presenca de interferentes que venha comprometer os resultados
das andlises [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 disponiveis
[46], ColorX [47], Color Grab [1,7], frente a outros dispositivos como camera digital [48],
scanner [49] e webcam [50]. Os sistemas de cores mais amplamente utilizados para
decomposicdo das imagens obtidas sao 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 avanco tecnoldgico tem possibilitado o desenvolvimento de métodos mais
sofisticados e sensiveis. A integragdo do FDIB com dispositivos microfluidicos e a deteccao
baseada usando FDIB representa uma inovacao significativa e promissora na area de analises
quimicas [26,29,43,54]. Esses sistemas combinados permitem a execucdo de multiplas etapas
analiticas dentro de um unico dispositivo, otimizando a eficiéncia e reduzindo os custos
operacionais [55]. A tecnologia microfluidica proporciona um controle preciso sobre pequenas
amostras [56]. A versatilidade de aparatos utilizados em dispositivos microfluidicos tem
permitido avangos significativos na determinacdo de metais. Entre esses dispositivos,
destacam-se o uWPAD (Microfluidic Paper-based Analytical Device) e o u“TAD (Microfluidic
Thread-based Analytical Device) [56]. O uTAD, em particular, utiliza fios de algoddao como
substrato, o que proporciona vantagens como, flexibilidade, baixo custo, alta resisténcia e uma
ampla éarea superficial. Além disso, o U”TAD permite o uso de volumes reduzidos de reagentes
e amostras, tornando-o uma solugao eficiente, econOmica e atrativa para a analise de metais e
permite mudangas em sua capilaridade [1,56-58].

Com o objetivo de desenvolver um pTAD eficiente na quantificagdo de ions Cu(Il), este
estudo propde a sintese e aplicagdo de uma bis-tiocarbazona como um sensor fluorescente. As
bis-tiocarbazonas ja sdao descritas como potenciais inibidores de urease [59], um composto de
grande interesse da comunidade académica e industrial [60]. A bis-tiocarbazonas sao derivadas
da tiocarbazida, caracterizada por uma ligagdo dupla entre um adtomo de carbono e um atomo
de enxofre e duas ligacdes simples com aminas. Além disso, a bis-tiocarbazonas ¢ conhecida

por formar complexos [61].
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Este estudo tem como objetivo descrever a sintese e aplicagdo de uma bis-tiocarbazona
como sensor fluorescente, utilizando a técnica de Detec¢do por Imagem Digital Baseada em
Fluorescéncia (FDIB) para a construgao de um dispositivo microfluidico (WTAD) baseado em
fios de algodao, constituindo em um sistema de baixo custo, de resposta rapida, ambientalmente
amigavel e que usa baixissimas quantidades de reagentes e solventes, gerando muito pouco
residuos, sendo aplicado no presente trabalho para a quantificacdo de ions Cu(Il) em diversas

matrizes de dguas, bebidas e alimentos.
2. METODO EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes e amostras

Foram preparadas solugdes de diversos ions metélicos, incluindo Pb(II), Ba(II), Ca(Il),
CddI), AI(IIT), Cr(IIT), Fe(II), Cu(Il), Fe(III), Hg(II) e Mn(Il), todos com concentragdo de 1,25
x 1072 mol L™'. Para D-glicose e D-frutose, foram preparadas solugdes a partir de 0,0225 g para
100 mL, resultando em uma concentragado de 1,25 x 1073 mol L.

As solugdes tampao de citrato com pH 3, 4 e 5 foram preparadas adicionando 2,57 g de
citrato de sddio dihidratado e 0,2421 g de 4cido citrico em 100 mL de agua deionizada. Para os
tampoes fosfato com pH 6 e 7, dissolveram-se 2,010 g de Na-HPO4-7H-0O e 0,3394 g de
NaH2PO4-4H20 em agua deionizada. A solucao tampao de pH 9 foi obtida pela adicao de
12,111 g de trishidroximetilaminometano (TRIS) e ajuste do pH com 3,2 mL de HCI
concentrado. O ajuste fino do pH foi feito com pequenas aliquotas de solugdes de HCI ou NaOH
1 mol L' e utilizado um pHmetro de bancada Mettler Toledo (USA) com eletrodo de vidro
combinado.

Todas as solu¢des foram preparadas utilizando dgua deionizada do sistema Milli-Q®
(Millipore, Bedford, MA, EUA), com resistividade de 18,0 MQ-cm. A molécula B2COOH foi
dissolvida em dimetilsulféoxido (DMSO), com concentragdo de 5 g L™, pela adicao de 0,0278
g em 5 mL de DMSO para obtencao da solugao estoque.

A suspensao de carboximetilcelulose (CMC) foi preparada dissolvendo-se 0,03; 0,06; e
0,09 g de CMC em 3 mL de agua Milli-Q, obtendo-se concentragdes de 1, 2 e 3% (m/V),
respectivamente. A mistura foi aquecida a 60 °C por 20 min, sob agitacdo a 5000 rpm. Apos o
preparo, a suspensao foi mantida em repouso por 24 h antes de ser utilizada.

Uma solucao padrao de Cu(Il) foi preparada a partir de um padrao de 1 g L™'. As

solugdes de trabalho foram obtidas por diluigdes da solucao estoque, ajustando o volume de ion



113

conforme a concentragdo desejada e completando o volume com a amostra em um baldo
volumétrico. As amostras analisadas por FAAS foram acidificadas com HNO: a 1% v/v.

As amostras de cachaca e 4gua mineral foram adquiridas em supermercados de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil. A dgua da torneira e a dgua Milli-Q foram obtidas no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Vigosa (UFV). A maga in natura foi comprada em uma
loja de produtos naturais em Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

A amostra de cha de maga foi preparada seguindo a metodologia descrita por Diridiri et
al. (2024) [3]. Para isso, 0,1032 g da amostra de maca in natura foram misturados a 100 mL de
agua. Essa solu¢do foi aquecida até atingir o ponto de ebulicdo, onde foi mantida durante 15
minutos. Apdés esse processo, a solucdo foi resfriada até a temperatura ambiente e,
posteriormente, 25 mL da solugdo foram diluidos em um baldo volumétrico de 250 mL. As
demais amostras nao necessitam de preparo de amostra.

O fio de algodao utilizado foi adquirido em uma loja de tecidos de Vigosa, e seu preparo
seguiu o protocolo descrito por Oliveira ef al.[1]. O fio foi lavado em solucdo de carbonato de
sodio (Na:COs) em ebulicdo por 10 minutos, enxaguado com agua Milli-Q até atingir pH
neutro, ¢ deixado para secar em temperatura ambiente antes de ser armazenado para aplicagdes

posteriores.

2.2. Sintese da bis-tiocarbazona

Inspirada na metodologia de sintese de Li et al. [62], a bis-tiocarbazona B2COOH foi
sintetizada utilizando como substratos a tiocarbazida (0,5 mmol) e 2-carboxibenzaldeido (1
mmol), empregando &cido acético (30 mol %) como catalisador em uma mistura de dgua/etanol
numa proporcao de (1,5:1,3) como solvente. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo a 110
°C por 3 h (Figura 41). O produto formado (B2COOH) foi entdo filtrado e purificado por

recristalizacdo em uma mistura de agua e etanol.

Figura 40. Sintese da bis-tiocarbazona (B2COOH)
(0]

S
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Z H H

Etanol, 110 °C,3 h 0~ OH OH

Fonte: autoria propria.
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2.3. Caracterizacao bis-tiocarbazona

A andlise da massa/carga da bis-tiocarbazonas foi realizada através de injegao direta,
em um espectrometro de massas (SHIMADZU) modelo GC/MS QP2010. O equipamento foi
operado empregando uma temperatura da interface de 300 °C, e temperatura da fonte de ions
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 espectrometro FTIR Varian 660
equipado com GladiATR. Os valores foram expressos em nimeros de onda e registrados no
intervalo de 4000 - 450 cm™'.

A faixa de temperatura de fusdo foi obtida no equipamento PF 1500 FARMA
(GEHAKA) empregando uma taxa de 0,5 °C/min.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e de carbono
(RMN de 3C) foram obtidos no espectrometro Varian Mercury 300 MHz (BO= 7 T), operando
a 300,069 MHz para 'H e 75,459 MHz para *C. 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 quimicos foram
registrados em mg L! o sinal residual do DMSO (6DMSO 2,49 ppm para 'H e SDMSO 39,5
ppm para 13C).

2.4. Caracterizacdo do pTAD desenvolvido

A morfologia das fibras de algoddo foi analisada por microscopia eletronica de
varredura (MEV), utilizando o Microscopio Eletronico 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 espectrofotometro de infravermelho Jasco 4100, a uma faixa de
varredura de 4000 a 550 cm™, resolucdo de 4 cm™' e 256 scans.

A andlise térmica do pTAD foi conduzida no intervalo de 30°C a 700°C, com uma taxa
de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL min™!, utilizando

o equipamento de analise térmica PerkinElmer STA 6000.

O espectro de emissdo de fluorescéncia em 370 nm foi coletado utilizado

espectrofotometro de fluorescéncia AvaSpec-2048L (Avantes, Netherlands) com detector CCD
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de matriz linear (Sony ILX5111) com resolugdo de 0,06 nm a 20 nm, tempo de integracao de

3000 ms.

2.5. Aparatos e software para captura de fluorescéncia RGB

Em estudos anteriores, Maia et al. [32] desenvolveram uma camara com dimensdes de
23 x 15 x 11 cm, equipada com quatro UV-LEDs com comprimento de onda de 436 nm e
poténcia de 10 W, destinada a obtencao de imagens digitais de solugdes fluorescentes. A camara
utilizava uma fonte de alimentagdo de 12 V e corrente continua de 10 A, Figura 2. Para
confirmag¢do do comprimento de onda na camara, foi utilizado o Espectrometro modular Ocean
optics (USB4000) com detector Toshiba TCD1340AP (CCD), por apresentar base de fibra
optica ¢ possivel inseri-la na fonte luminosa.

Figura 41. Aparato utilizado para determinacgdo do ion metalico via FDIB.

Fonte: Adaptado de Maia et al. [32].

Neste trabalho, os fios foram posicionados de forma demarcada na caixa, minimizando
variagdes visuais. As imagens foram adquiridas com um smartphone Xiaomi Redmi Note 11,
com camera de 50 megapixels. Utilizando a fun¢do PRO, as configura¢des de captura foram
ajustadas para: balango de branco (WB) a 6500 K, abertura de F2, velocidade do obturador (S)
de 1/4000, ISO 3200, compensacao de exposicao (Ev) em 0O e lente grande angular. Essas
configuracdes garantiram um padrdo consistente em todas as imagens adquiridas. Apds a
captura, as imagens foram transferidas para um computador e tratadas no software gratuito

ImageJ, onde foram extraidos os respectivos valores de RGB.
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2.6. Desenvolvimento de sensor pTAD e Quantificagio de Cu?' utilizando

analise RGB

O uTAD foi desenvolvido conforme descrito por De Oliveira et al. (2023)[1]. O
dispositivo analitico foi montado fixando-se uma fita dupla face de 6 cm sobre uma folha de
papel e adicionado um fio de algoddo de 5 cm. A partir da extremidade esquerda do fio, uma
marcacao foi feita a 3 cm para delimitar a regido de interesse (ROI), Figura 43. Na ROI, 0,2 uL
da molécula B2COOH foram depositados. Apos a secagem, 10 pL de uma suspensdao de CMC
a 1% (m/v) foram aplicados. Apos nova secagem, 5 pL de uma solucdo tampao (pH 7) foram
depositados na extremidade esquerda da fita. Para o uso do dispositivo, 15 pL da solugdo padrao
ou da amostra foram aplicados na mesma extremidade. Finalmente, a imagem do pTAD foi
capturada sob assisténcia de radiacdo UV na cdmara de UV-LED, utilizando o smartphone, nas
configuracdes descritas no item 2.8. A imagem de fluorescéncia foi feita usando o sistema RGB,

empregando o software /mageJ.

Figura 42. Dispositivo pnTAD desenvolvido para a detec¢ao sensivel de ions de Cu(Il).
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Fonte: autoria propria.

2.7. Otimizac¢ao das condic¢oes ideais

O método foi otimizado levando em consideracao uma série de potenciais interferentes,
como o tipo de fita dupla face usando na montagem do microdispositivo, a concentracdo e o
volume de CMC, a concentragdo da molécula bis- tiocarbazona, o volume da amostra, o tempo
de reagdo e o pH. A seletividade do ligante foi avaliada em pH 7 para os ions metalicos Pb(Il),
Ba(II), Ca(II), Cd(II), AI(IIT), Cr(III), Fe(II), Cu(II), Fe(II), Hg(IT) e Mn(II), bem como para os
acucares D-glicose e D-frutose, todos na concentragio de 1,25 x 10 > mol L. Além disso, foi
conduzido um estudo de interferéncia na proporc¢ao 1:1 molar para os mesmos compostos na

concentracdo 6,0 x 10 * mol L.
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2.8. Parametros analiticos

ApoOs a otimizacao do método utilizando uTAD, foram avaliadas as figuras de mérito,
incluindo seletividade, interferéncias, linearidade, limite de deteccao (LD), limite de
quantificagdo (LQ), precisdo intradia e interdia, além da exatiddo, seguindo as diretrizes
estabelecidas pela ANVISA (2017) [63] e IUPAC [64]. Também foram realizados estudos de
recuperagio em quatro niveis de concentracdo (5, 10, 30 e 45 mg L) para validar o método
proposto quando a exatiddo em funcao de um possivel efeito de matriz. Para a comparagao de
métodos, as analises foram conduzidas em trés niveis de concentragio (5, 10 e 45 mg L),

usando FDIB quanto Espectrofotometria por absor¢do atomica (AAS).

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacoes

3.1.1. Caracteriza¢ao da B2COOH

Os espectros utilizados para a caracterizagdo da bis-tiocarbazida B2COOH estao
disponiveis no anexo II, incluindo espectro de massas (EM), espectro de infravermelho (IV),
espectro de RMN de 'H (300,069 MHz; DMSO-ds, SDMSO 2,49) e espectro de RMN de *C
(75,459 MHz; DMSO-ds, 65DMSO 39,5).

Caracterizagdes da B2COOH: massa molar de 370,07 g/mol, solido verde claro,
rendimento 33%, ponto de fusdo (p.f.) 175,9 — 176,7 °C. IV (cm™) vmax: 3167, 3006, 2361,
1673, 1239, 748 (Figura 63, anexo II). EM m/z (abundancia em %): 370 (1, M"), 40 (100), 146
(55) (Figura 64, anexo II). RMN de 'H (300,069 MHz, DMSO-d6, SDMSO 2,49): &
(integragdo, multiplicidade, atribui¢do, constante de acoplamento): 11,92 (2H, sl, 6N-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 ¢ 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; 8DMSO 39,5): § (atribui¢do): 175,5 (C1); 168,1 (3COOH);
134,4 (C2 e C9); 131,9 (C7, C12); 130,9 (C3 e C10); 130,2 (C4, C5, Cl4 e C15); 129,6 (C6 e
C13); 127,3 (C8 e C11) (Figura 66, anexo II).
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3.1.2.  Caracterizacio do pTAD
3.1.2.1. Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) do uTAD, Figura 44, foi realizada em
diferentes etapas de tratamento do fio. Inicialmente, o fio foi tratado (FdA) ap6s a limpeza com
carbonato de sodio (Figura 44A); com adi¢do da molécula B2COOH (Figura 44B); B2COOH-
CMC (Figura 44C); B2COOH-CMC- tampao pH 7- Cu(Il) (Figura 44D). Todas as micrografias
foram obtidas em aumentos de 500 e 1000X.

A partir das micrografias, revelaram uma progressdao na modificacdo da superficie das
fibras do fio ao longo das etapas de preparagdo do uTAD. A adigdo de B2COOH ¢ CMC
resultou em uma superficie otimizada para a formacgao do complexo formado com o ion Cu(Il)
na ROIL Além disso, o CMC, em particular, desempenha papel crucial para formacao de uma
barreira adsorvente que retém o complexo formado na ROI, fornecendo estabilidade ao sensor,

compactacdo das fibras e sensibilidade para detec¢do dos ions de Cu(Il).

3.1.2.2. Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) do pTAD, Figura 45, indica a variagdo da massa da
amostra em fun¢do da temperatura e a respectiva curva derivada da perda de massa (DTG),
entre 30 °C e 700 °C. A decomposicdo acontece em duas etapas: a primeira entre 150 °C e 250
°C, apresenta uma perda de massa gradual de 2,46%, associada a decomposi¢do térmica de
moléculas volateis ou baixa massa molecular, como moléculas de dgua livre [1].

Na segunda etapa de decomposic¢do, entre 240° C e 400° C, ocorre uma perda de massa
significativa de 74,19%, relacionada & decomposi¢cdo da estrutura organica do fio. Com o
aumento da temperatura, ocorre a conversao do residuo carbonoso em compostos aromaticos,
acompanhada pela liberacdo de gases como CO: e CO, o que provoca a segunda etapa da
degradacdo térmica do material a base de algodao [65,66]. Nesse momento, a curva DTG exibe
um pico em torno de 332 °C, indicando o ponto de maxima de decomposi¢do da analise. Apos

450 °C, 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 - tampdo pH7 — Cu(I) em 100x e 500x.
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Figura 44. Curva de TG e DTG para decomposicao térmica do dispositivo criado. Parametros
experimentais: 0,2 uL de B2COOH a 2,5 g L', 10 uL de CMC a 1% (m/v) e 5 pL de tampao
pH 7.

0.2
100 - 00
L 0,2
80
L 0,4
&
IR .06 S
S &)
o =
&= L og 2
40
L _1,0
L -2
20 -
1.4

100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Fonte: autoria propria.

3.1.2.3. Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectros de FTIR das amostras de fio de algoddo (FdA), CMC, B2COOH,
B2COOH_CMC e B2COOH_CMC_Cu(Il) foram apresentados na Figura 46, evidenciam uma
funcionalizagao bem-sucedida do fio demonstrado pela introdugdo dos reagentes utilizados no
processo. O fio de algoddo e o CMC apresentam bandas de estiramento caracteristico para a
hidroxila na regido entre 3400 - 3200 cm™', indicando interagdes poliméricas. Além disso, as
vibragdes de deformacao axial da ligagdo C — H, tipicas para cadeias aliféticas, sdo detectadas
em 2898 ¢ 1318 cm™! para FdA em 2893 e 1321 cm™ para CMC. Por fim, as bandas de vibragio
de estiramento das ligagdes C-O-C aparecem em 1024 cm™ e 1017 cm™ para FdA e CMC,
respectivamente. Também é observada uma banda em 896 cm™ associada a ligacio glicosidica.
Para o CMC, encontrou-se bandas fortes de deformagao axial assimétrica e simétrica em 1587
e 1414 cm!. O espectro B2COOH CMC e B2COOH CMC Cu(Il) apresenta um
deslocamento da banda de absor¢do em 3329 cm™! para 3341 cm™. Além disso, apos a adi¢do
de cobre, observa-se o surgimento de uma banda em 2888 cm’!, sugerindo a possibilidade de

um rearranjo estrutural no ROI. Além disso, a banda de vibracao de deformagao axial das duplas
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ligacdes C=0, localizada em 1731 cm™, caracteristica do B2COOH, confirma uma

funcionalizacdo eficiente do fio.

Figura 45. Espectros FTIR para o fio de algodao (FdA), CMC, molécula B2COOH,
B2COOH_CMC (0,2 puL de B2COOH a 2,5 g L', 10 pL de CMC a 1% (m/v)) e
B2COOH_CMC (0,2 pL. de B2COOH a 2,5 g L', 10 uL de CMC a 1% (m/v), 5 puL de tampao
pH 7, 15 pL de Cu(Il) 79 mg LY.
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3.2. Otimiza¢ao do método

O método foi otimizado levando em conta diversos potenciais interferentes, como o uso
de fita dupla face, concentragdo de CMC [1], volume de CMC(C[1,56], concentracdo da molécula
B2COOH, volume de amostra[56], tempo de reacdo e pH. Essas otimizacdes visam garantir a
obtengdo de resultados consistentes, confiaveis e reprodutiveis. A Tabela 10, mostra os
parametros e a resposta analitica esperada. Alguns trabalhos na literatura ja estudaram alguns
desses parametros, e tomando como base os trabalhos de Oliveira et al [1] com valores de
concentragdo 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. Pardmetros avaliados e impacto na resposta analitica

Parametros Faixa Resposta analitica

Fita dupla face Amarelada, Transparente e Mudanga na reagio fluorimétrica
Branco

Concentragao de CMC 1-3% Intensidade da cor no ROI

Volume de CMC 0-25ulL Mudanga na barreira formada

Concentragio de B2COOH 1-10gL"! Intensidade do sinal no ROI

Volume de amostra 5-30uL Formagao do complexo de Cu(II)

Tempo de reacdo 5—65 min Tempo de resposta ideal

Faixa de pH 3-10 Estabilidade do complexo

Fonte: autoria propria

3.2.1. Influéncia da fita dupla face

Trés tipos diferentes de fita dupla face foram utilizadas para avaliar possiveis mudangas
perceptiveis na reagdo fluorimétrica e sua influéncia 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 regido de interesse (ROI) em 3 cm (marcado por um ponto
no papel), onde foi a adicionado 0,2 uL da molécula B2COOH (5 g L), 5 pL de tampdo com
pH 7 e 15 uL de uma amostra de cobre (79 mg L!).

Além disso, na Figura 47 - branco, observa-se que o dispositivo sem cobre ndo exibe
reacdo colorimétrica nem fluorescéncia mensuravel, tanto fora quanto dentro da cdmara UV-
LED. A fluorescéncia s6 ocorre com a adi¢do de cobre, permitindo a deteccdo do metal
exclusivamente na cdmara UV-LED por meio da FDIB. A partir das imagens, os valores de
RGB foram coletados e, mesmo com a variagdo do fundo na fita dupla face, a resposta
permaneceu inalterada. Isso indica que o tipo de fita ou seu fundo nao exercem influéncia

significativa na reagao.



123

Figura 46. Influéncia da fita dupla face de fundo amarelado (A), fundo transparente (B) e fundo
branco (C). Parametros experimentais: 0,2 pL de B2COOH 5g L', 5 uL de tampdo pH 7, 15
uL de solugdo de Cu(Il) 79 mg L', tempo de reacdo: 8 minutos para resposta fora da cAmara
UV (figuras do lado esquerdo) e 10 minutos dentro da camara UV (lado Direito).
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Fonte: autoria propria.
3.2.2. Influéncia da concentraciao de carboximetilcelulose

Foi notoria a importancia de adicionar um polimero (estrutura mostrada na Figura 48)
para estabilizar a regido de reagdo. Para isso, foi utilizado CMC. Foram analisadas a melhor
ordem de adi¢ao dos reagentes B2COOH e CMC, bem como a concentragao ideal de CMC (1,
2 ou 3% (m/v)).

Figura 47. Representacdo da estrutura da CMC baseada no polimero de celulose B-(1—4)-D-
glucopiranose
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Fonte: autoria propria.

A Figura 49A mostra a ordem de adi¢do onde a B2COOH ¢ colocada primeiro no fio,
seguida pelo CMC. Ja a Figura 49B mostra o CMC sendo adicionado primeiro, seguido pela
B2COOH. Em ambos os processos, foi necessario esperar o tempo de secagem adequado para
a adicdo do proximo reagente.

Observou-se que, ao adicionar o CMC primeiro, o ROI ¢ deslocado para a esquerda em
concentracgoes de 1% e 2% (m/v). Com 3% (m/v), o CMC impede a reagdo, resultando em baixo
contraste do ROI. Ao adicionar a B2COOH inicialmente, a resposta analitica ¢ intensa em todas
as concentragdes de CMC. A concentragdo de 1% (m/v) de CMC apresentou a maior variagao

no canal G ao compararmos o valor de G da amostra contendo cobre com o do branco (sem a
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presenca do ion cobre). Portanto, a adicdo da molécula antes do CMC foi definida como a

abordagem ideal, utilizando CMC na concentragdo de 1% (m/v).

Figura 48. O efeito causado pela adi¢do inicial da B2COOH (5 g L") (A) comparado ao
experimento onde a adi¢ao inicial foi do CMC (B) em concentragdes de 1, 2 e 3%. Parametros
experimentais: 0,2 uL de B2COOH 5g L', volume variavel de CMC, 5 uL de tampdo pH 7,
15 pL de solucdo de Cu(Il) 79 mg L', tempo de reacdo 10 minutos.
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Fonte: autoria propria.

3.2.3. Influéncia do volume de carboximetilcelulose

A influéncia do volume de CMC a 1% (m/v) na pré-concentra¢cdo do complexo formado
no ROI foi avaliada em volumes de 0 a 25 pL (Figura 50). De acordo com a figura, observa-se
que a presenca do CMC pré-concentra o complexo, pois sem a adicdo de CMC nao ha formagao
de um ROI definido.

Com 5 pL, o volume foi insuficiente para estabilizar o complexo no ROI, resultando em
uma maior area reacional devido ao espalhamento da amostra. Para volumes iguais ou
superiores a 15 pL, ocorre um deslocamento do ROI, além de reduzir a 4rea disponivel para
andlise. Com 10 pL, a amostra foi concentrada em uma regido proxima ao ROI, tornando a
intensidade do complexo formado mais evidente. Portanto, o volume de 10 uL de CMC a 1%

(m/v) foi selecionado para os estudos posteriores.
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Figura 49. Estudo da variacdo do volume de CMC adicionado. Parametros experimentais: 0,2
uL de B2COOH 5g L', volume varidvel de CMC 1% (m/v), 5 uL de tampdo pH 7, 15 uL de
solu¢do de Cu(Il) 79 mg L', tempo de reagdo: 10 minutos.
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Fonte: autoria propria.

3.2.4. Influéncia da concentrac¢iao da molécula B2COOH

A concentra¢io da molécula foi estudada variando de 1 a 10 g L', mantendo-se fixo o
volume de 0,2 pL enquanto se avaliava o ARGB, onde AR = Rpacoon — Rp2coon cu, AG =
Gg2coon — GB2cooH_cu € AB = Bpacoon — Beacoon cu. Aqui, consideramos o valor do canal na
auséncia (Gp2coon, por exemplo) e presenca do ion de cobre (Gpacoon_cu, por exemplo). Nesse
estudo, a resposta analitica ideal corresponde ao melhor valor de cor nos canais ou a0 menor
desvio padrao.

Como pode ser visto na Figura 51 e 52, o canal B ndo apresentou diferenca nos valores
entre a auséncia e presenga do ion de cobre, resultando em uma variacao igual a zero. Ja os
canais R e G reagiram de maneira semelhante, sendo que o canal G mostrou o maior valor de
cor na concentragdo de 2,5 g L. Por isso, o canal G e a concentracio de 2,5 g L™! foi escolhida
para os estudos subsequentes, além disso o canal apresentou pequenos valores de desvio padrao
para cada concentragdo estudada. Para ilustrar o que foi mencionado, a Figura 53 mostra que o
canal G apresentou a maior resposta em todas as concentracdes estudadas, especialmente na de
2,5 g L', Além disso, os desvios padrdo para cada concentracdo foram baixos, reforcando a

consisténcia dos resultados.
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Figura 50. Efeito da concentragdio de B2COOH variando de 1 a 10 g L'. ParAmetros
experimentais: 0,2 pL. de B2COOH com concentragao varidvel, 10 uL de CMC 1% (m/v), 5 uL
de tampdo pH 7, 15 uL de solugio de cobre II (79 mg L!), tempo de reagio: 10 minutos.
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Fonte: autoria propria.

Figura 51. Efeito da concentracio de B2COOH variando de 1 a 10 g L! nos dispositivos.

branco

1,0gL!

25 11 e——

50gL-!

7,5gL"! i

10 g L

Fonte: autoria propria



127

Figura 52. Comparacao da resposta analitica entre os canais para diferentes concentragdes de
B2COOH.
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Fonte: autoria propria.

3.2.5. Influéncia do volume de amostra

O volume de amostra adicionado foi estudado entre 5 e 30 pL, conforme mostrado na
Figura 54. O volume de 5 pL ndo foi suficiente para alcancar o ROI e permitir a reagdo
necessaria para formar o complexo. Para volumes acima de 20 pL, ocorre um rompimento da
contencao criada pelo CMC, resultando na quebra da barreira formada no ROI e no arraste do
complexo formado. Com o volume de 10 pL, ha uma minimizagdo da intensidade do ROI, o
que ndo ¢ favoravel experimentalmente. Por outro lado, o volume de 15 pL foi suficiente,
apresentando uma intensidade maior do sinal de fluorescéncia e sem deslocamento do ROI.

Assim, o volume de 15 pL foi selecionado para dar continuidade a otimizagdo do estudo.
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Figura 53. Estudo do volume de amostra. Parametros experimentais: 0,2 pL. de B2COOH 2,5
g L1, 10 uL de CMC 1% (m/v), 5 uL de tampdo pH 7, volume variavel da solu¢do de Cu(Il)
(79 mg L), tempo de reacdo: 10 minutos.

L

Fonte: autoria propria.

3.2.6. Influéncia do tempo de reaciio

A influéncia do tempo de reacdo foi avaliada para o volume de 15 pL de uma solucao
padrio de Cu(II) 79 mg L' em um intervalo de tempo de 5 a 65 minutos. O maior AG representa
a maior diferenga entre a intensidade do sinal de fluorescéncia da molécula sem a presenga do
ion metélico e com a presenga. Portanto, 25 minutos € o tempo de rea¢do ideal para a formagao

do complexo de maior intensidade, Figura 55.
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Figura 54. Influéncia do tempo de reacdo. Parametros experimentais: 0,2 pL. de B2COOH 2,5
gL', 10 uL de CMC 1% (m/v), 5 uL de tampio pH 7, 15 pL de solucdo padrio de Cu(Il) 79

mg L.
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Fonte: autoria propria.

3.2.7. Influéncia do pH

O pH ¢ importante para determinar a formagao e estabilidade dos complexos formados.
Uma vez, que alguns complexos podem precipitar ou dissolver melhor em condig¢des acidas ou
basicas. Foi avaliado a influéncia do pH utilizando tampdes de pH 3 a 10, mantendo-se fixo o
volume de 5 pL aplicado na extremidade do uTAD, Figura 56.

Para este estudo, estamos avaliando a variagdao do AG em relagdo ao pH e buscamos
identificar a maior variagdo possivel. Observamos que os valores de pH entre 3 e 6 resultaram
em uma resposta analitica inferior, enquanto pH de 7 e 9 apresentaram uma melhor resposta
analitica, Figura 56. De modo visual, tem-se a Figura 57, em que mostra os fios em cada pH e
sua condi¢cao com e sem metal.

No entanto, para viabilizar a utilizagdo do pnTAD de maneira consistente, optou-se pelo
uso do tampao pH 7. Isso foi escolhido com o objetivo de manter as condi¢des ideais para a
formagcdo do complexo de interesse, garantindo uma resposta analitica mais estavel e

reprodutivel ao longo dos experimentos.
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Figura 55. Influéncia do pH para formag¢do do complexo formado. Parametros experimentais:
0,2 pL de B2COOH 2,5 gL', 10 uL de CMC 1% (m/v), 5 pL de tampao com pH variavel, 15
uL de solugdo padrio de Cu(Il) 79 mg L', tempo de reacdo 25 minutos.
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Fonte: autoria propria.

Figura 56. Influéncia do pH para formag¢ao do complexo formado. Sendo a coluna esquerda
referente aos brancos de cada pH e a coluna direita referente ao fio com a adi¢ao de cobre.
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Fonte: autoria propria.
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3.3. Método de validacao

3.3.1. Seletividade e Interferéncia

O sistema pTAD foi avaliado ao teste de seletividade dos metais Pb(II), Ba(II), Ca(Il),
Cd(II), Na(I), K(I), AI(IIT), Cr(I1I), Fe(II), Fe(I1I), Cu(Il), Hg(1l), Mn(II) Co(II) ¢ Ag(I) em pH
7 e com concentracdo 1,25x10” mol L.

De acordo com a Figura 58, observou-se que o cobre foi o inico metal a apresentar uma
reacdo detectavel no ROI na camera UV-LED. Embora o Fe(IIl) tenha mostrado uma alteragao
de coloragdo na extremidade esquerda, a area de interesse focada no ROI evidencia a
seletividade especifica para o cobre.

O estudo de interferéncia foi conduzido com os metais Pb(Il), Ba(Il), Ca(II), Cd(Il),
Na(I), K(I), Al(II), Cr(III), Fe(1l), Fe(11I), Cu(1l), Hg(II), Mn(II) Co(II) e Ag(I), além de D-
glicose e D-frutose, todas as solugdes tiveram o pH ajustado para 7, na razao molar de 1:1. O

erro relativo calculado (%) foi calculado utilizando a equacao 1.

Erro Relativo (%) = “erinerferene” 5w 10 (1)
Cu

Os ions estudados, Figura 59, ndo apresentaram erro relativo superior a 8,3%. No
entanto para os ions de Mn(II), AI(IIT) e Cr(IIl) nota-se erros relativos consideraveis. A partir
do tratamento das imagens digitais, observou-se a reducao da cor do microdispositivo para esses
ions. Esses ions ndo complexam quando estdo sozinhos com a molécula, ndo ha mudanga
fluorimetrica na resposta, no entanto a sua presenga com o cobre ocasiona a redugdo da cor e a
mudanga na resposta analitica. Assim, quando os ions metélicos estdo em solugdo junto com o
cobre, eles podem competir pelas ligagdes com a molécula ligante, levando a mudanga de
coloracdo e consequentemente na mudanca de cor [67].

O erro determinado para a D-glicose esta relacionado ao fato de esse agucar ser um
redutor de Cu(Il), o que faz com que o ion de cobre, originalmente com carga 2*, seja reduzido
para 0 [68]. Esse processo resulta em uma perda na coloragdo, o que traz variagdes para os

resultados.
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Figura 57. Avaliagdo da seletividade. Parametros experimentais: 0,2 uL. de B2COOH 2,5 g L
1,10 pL de CMC 1% (m/v), 5 pL de tampdo pH 7, 15 pL de solugio padrio de cada metal de
concentracdo 1,25 x 10 mol L', tempo de reaciio 25 minutos.

Fonte: autoria propria.

Figura 58. Estudo da interferéncia na determinacdo de Cu(Il) (n = 3). Parametros
experimentais: 0,2 uL. de B2COOH a 2,5 g L', 10 pL. de CMC a 1% (m/v), 5 pL. de tampao
pH, 15 pL de solugdo padrao contendo metais interferentes e ions de Cu(Il), ambos a uma
concentracdo de 1,25 x 10~ mol L, com tempo de reacdo de 25 minutos.

Erro Relativo (%)

-10

Fonte: autoria propria.
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3.3.2. Linearidade, Limite de deteccio e limite de quantificacio

A maneira mais comum de construir as curvas analiticas no sistema fluorimétrico ¢
através da relagao F/Fo, onde F representa a fluorescéncia da amostra e Fo ¢ a fluorescéncia do
branco (que nao contém o analito) [29]. Outra abordagem ¢ utilizar a variagao dos sinais brutos,
expressa como AG = Go — G, onde subtraimos o sinal da amostra do sinal do branco [26,54].
Por outro lado, na colorimetria, a relagdo mais utilizada ¢ a logaritmica -log (I/Ip), que compara
a intensidade de radiagdo na presenga do analito (I) com a intensidade de radiagdo na sua
auséncia (Io) [25].

A linearidade do método foi investigada através dos parametros da curva analitica
correlacionando o -log (G/Go) com a concentragio de Cu(Il) (mg L), e da diferenca de
intensidade inicial (Go) pela intensidade das amostras (AG = Go — G), dentro da faixa de trabalho
de 1 a 50 mg L. A curva analitica resultante esta representada na Figura 60, descrita pela
equagao -log (G/Go) = 0,00509[Cu(Il)] - 0,00409 em A e AG = 1,30387[Cu(I])] - 2,35067 em
B. Além disso, as imagens da curva analitica podem ser visualizadas na Figura 61.

Este estudo proporciona uma avaliagdo da relacdo entre a intensidade do sinal
colorimétrico e a concentragdo de cobre, essencial para assegurar a precisdo e confiabilidade
das analises realizadas. O coeficiente de correlagdo (r) apresentou valor igual a 0,9988 e o
coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,9971, para a curva A, e r = 0,9986 e R?>= 0,9964 para
a curva B. Ambas as curvas apresentaram uma boa linearidade para o método, no entanto,
visando a aplicacdo em uma gama maior de amostras, estudou-se os parametros da curva a fim
de determinar os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ), Tabela 11.

O limite de deteccao foi calculado usando a equacdo LD =3 x 6/Se o LQ =10 x o/S,
em que ¢ € o desvio padrao do branco, e S € a inclinacdo da curva analitica. O método de
tratamento selecionado para os demais estudos foi aquele descrito por -log (G/Go) =

0,00509[Cu(II)] - 0,00409, pois, embora sutil apresentou um menor LD e LQ.

Tabela 11. Comparacao dos pardmetros analiticos das curvas.

Curva / Parametros -log (G/Go) = 0,0051[Cu(Il)] - 0,0041 AG = 1,30 [Cu(I])] —2,35

r 0,9988 0,9986
R? 0,9971 0,9964
LD 0,20 mg L"! 0,29 mg L™!
LQ 0,81 mg L"! 0,96 mg L™!

Fonte: autoria propria.
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Figura 59. Curva analitica preparada a partir da adi¢do crescente de Cu(Il) em uma faixa de
trabalho 1 a 50 mg L™}, analisada em funcdo do -log (G/Go) (A) e da diferenca de intensidade
inicial (Go) pela intensidade das amostras (AG = Go — G)(B).
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Fonte: autoria propria.
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Figura 60. Curva analitica no uTAD para a molécula B2COOH em mg L.
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Fonte: autoria propria.

A luminescéncia da molécula B2COOH foi avaliada usando espectrofluorometria no
comprimento de onda de excitacdo em 436 nm, semelhante ao utilizado na cdmara UV-LED.
Para isso, em uma cubeta de quatro lados polidos, foram adicionados 30 pL da molécula
B2COOH, 680 uL de tampao pH 7 e 2290 uL de dgua para o branco da analise.

A Figura 62 apresenta os espectros obtidos para analise da molécula B2COOH.
Observou-se uma fluorescéncia significativa no comprimento de onda utilizado, em
concordancia com os resultados do FDIB. Isso confirma a supressdo do sinal fluorescente da
molécula apds reagdo com o cobre (II), evidenciando uma possivel interagdo entre ambos. Além
disso, ¢ determinado o comprimento de onda de emissao em 522 nm, caracteristico da cor verde,
correspondente ao canal utilizado para o tratamento dos dados e que obtivemos melhores

respostas analiticas.
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Figura 61. Espectro de fluorescéncia com excitagdo em 436 nm para a molécula B2COOH.
Condigdes experimentais: Tempo de integracao 3s, tempo de rea¢ao 10 min.
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Fonte: autoria propria.

3.3.3. Precisao

A precisao foi determinada pela repetibilidade (n =12) para trés niveis de concentragao,
5,15 ¢ 50 mg L', Os resultados intradia e interdia sdo apresentados na Tabela 12, no qual os
resultados do desvio padrdo 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 padrao relativo (RSD) obtidos para analise de concentracdo de Cu(Il) em
trés niveis de concentracdo (n = 12).

Concentracao %RSD
(mg L) Intradia Interdia
5 1,89 1,09
15 3,19 2,13
50 2,22 3,36

Fonte: Autoria propria.
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3.3.4. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperagdo em quatro niveis
de concentragdo (5, 10, 30 e 45 mg L") para amostras de agua de torneira, agua deionizada
(Milli-Q), 4gua mineral, 4 marcas diferentes de cachaca e cha de maga in natura. Os resultados
de recuperacao variaram de 96,7% a 119,5%, permanecendo dentro da faixa aceitavel de 80%
a 120%, conforme recomendado pela AOAC [69], Tabela 13.

O coeficiente de variacao (CV) variou de 1,2% a 8,5%, com todas as amostras
apresentando CV abaixo de 10%, o que demonstra a boa precisdo do método, mesmo para

amostras de matrizes complexas, como agua de torneira, mineral, cha e cachaga.
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Tabela 13. Determinagdo de Cu(Il) em amostras reais utilizando o FDIB a partir do teste de

recuperacao.
Add/ Encontrado/ Recuperacio/ Coeficiente de Variagao /
Amostra 1 1
mg L mg L % %

5,00 540+0,3 109 5,70

Torneira 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

5,00 4,90 +£0,3 98 6,20

Agua Deionizada 10,00 10,7 £0,5 108 5,30

30,00 28,7+0,8 96 3,00

45,00 454+0,9 101 2,00

5,00 4,90 +£0,3 98 6,20

Mineral 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

5,00 5,10+0,3 102 6,00

c1 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

5,00 4,90 +£0,3 98 6,20

2 10,00 11,9+0,6 119 4,90

30,00 322+22 107 6,80

Cachaca 45,00 46,1 £ 0,5 102 1,20

5,00 5,10£0,3 102 6,00

3 10,00 11,9 +1,0 119 8,50

30,00 33,8+1,2 113 3,60

45,00 442 + 1,1 98 2,40

5,00 5,10+0,3 102 6,00

C4 10,00 10,8 +£0,6 108 5,30

30,00 292 +1,1 97 3,90

45,00 46,1 £0,5 102 1,20

5,00 5,40+ 0,3 109 5,70

Cha de T1 10,00 10,6 £ 0,3 106 3,10

macga 30,00 33,8+0,9 113 2,70

45,00 439+14 98 3,20

Fonte: autoria propria.

3.4. Comparacao com o método de referéncia

As amostras de agua, trés marcas de cachaca e o chd de mag¢a foram analisados em trés

niveis de concentragdo (5, 10 e 45 mg L") utilizando o método de referéncia (FAAS) e o método

proposto (FDIB). A tabela 15 (anexo II) apresenta a comparag¢ao dos parametros analiticos de

ambos os métodos.
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A recuperagdo obtida pelo método de referéncia variou entre 89% e 125%, enquanto
pelo método proposto, foi de 96% a 119%. Ambas as técnicas demonstraram uma boa faixa de
recuperagdo 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 comparagdo ao FDIB, o que favorece a andlise de amostras de baixa
concentragdo, mas exige uma etapa de preparo mais elaborada para amostras mais concentradas.
Ambos os métodos demonstraram excelente linearidade, com R? superiores a 0,990. A
comparagdo entre ambos os métodos, pode ser vista na Tabela 13, Anexo II, e as curvas

analiticas para o método de referéncia na Figura 67, Anexo II.

Os resultados para a quantificagdo de Cu(Il) sdo apresentados na Tabela 14. Os erros
relativos entre os dois métodos variaram de 0,23% a 10,1%, indicando boa exatidao para todas
as amostras analisadas e consisténcia nos resultados experimentais. Além disso, o coeficiente
de varia¢ao (CV) foi calculado para ambos os métodos, com valores variando entre 0,1% e
11,5%.

Para validar esses resultados, utilizou-se o sofiware GraphPad Prism realizando-se o
Teste-F e o Teste-T pareado, ambos com nivel de confianga de 95% (n = 3). Os testes avaliaram
as médias dos dois métodos para as mesmas amostras ¢ a variancia. As amostras foram divididas
em trés grupos: dgua, cachaca e cha. Os testes demonstraram concordancia entre os métodos
em todos os grupos, com valores de p calculados superiores ao valor de p de referéncia (0,005),
indicando que ndo houve diferenca significativa entre os métodos nas concentragdes analisadas.
Além disso, os valores criticos de T e F foram superiores aos valores calculados, refor¢ando a
auséncia de diferencgas estatisticas entre os métodos.

Assim, o método proposto mostrou-se comparavel ao método de referéncia,
apresentando vantagens adicionais, como portabilidade, custo reduzido e maior praticidade.
Além disso, comparagdes com trabalhos da literatura também confirmam a viabilidade do
método proposto, Tabela 14.

O método uTAD FDIB proposto neste trabalho apresenta uma abordagem inovadora
para a detec¢do de ions Cu(Il), sendo comparavel a métodos previamente estabelecidos na
literatura, conforme mostrado na Tabela 17. Observa-se que os métodos DIB e yTAD DIB
exibem faixas de trabalho relativamente estreitas e limites de detec¢ao baixos. Em contraste, o
presente estudo se destaca pela combinagao entre as técnicas uTAD e FDIB, que, ao basear-se

na fluorescéncia, oferece vantagens como miniaturizacao das andlises, reducdo do volume de
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reagentes e amostras, além de possibilitar a aplicagdo em amostras diversas, como agua,
cachaca e cha de maga.

Adicionalmente, a etapa de pré-concentragdo utilizando CMC melhora
significativamente a sensibilidade do método, abrindo caminhos para futuras otimizagdes.
Embora o limite de deteccdo obtido seja proximo aos estudos da literatura, foi possivel
determinar uma faixa linear de trabalho de 1 a 50 mgL!, sendo adequada para amostras com
concentragdes baixas e mais elevadas de cobre (II). Além disso, por se tratar de um método
utilizando um novo sensor, demonstra uma sensibilidade competitiva em relagao aos métodos
ja existentes. Ademais, o uso do smartphone destaca os trabalhos, tornando-os mais acessiveis
e praticos, o que facilita nas analises em campo. Assim, a combinagao do novo sensor a partir
da molécula da classe bis-iminas, o baixo consumo de reagente e de amostra, torna o método

inovador e aplicavel na analise de cobre (II).



Tabela 14. Determinacio de cobre em amostras pelo método de referéncia e pelo método proposto.
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AMOSTRA Adicionz}:io Método | Erro Relativo | Test t £ Test F Fb
/ mg L FAAS /mgL'  FDIB/mgL?! 1%
5,00 5,00 £0,01 540 +03 7,98
Torneira 10,0 10,0 £ 0,01 11,0+£0,3 10,1
45,0 45,7+ 0,04 442405 3,20
5,00 5,00 + 0,02 4,90+0,3 2,30 1 641 0.0005
Agua MilliQ 10,0 10,1 + 0,04 10,7 +0,5 6,37 pvalor: 2,056 p-valor: 2,980
45,0 45,5+ 0,02 45440,9 0,23 0,1129 0,9830
5,00 5,00 £ 0,03 4,90+ 0,3 221
Mineral 10,0 10,2 + 0,05 11,9+ 0.6 7,59
45,0 43,5+ 0,01 442 40,5 1,57
5,00 4,50 + 0,03 510+03 9,62
Cl1 10,0 11,9 £ 0,20 11,9+ 0.6 0,64
45,0 433+ 0,07 451+ 1,4 4,32
5,00 5,00 £0,01 4,90+ 0,3 0,73 0.458 0.0016
Cachaca C2 10,0 11,0+0,42 11,9+ 0,6 9,07 p—\’/alor: 2,056 p—’Valor: 2,980
45,0 445 +0.22 46,1 +0,5 3,42 0,6508 1,0
5,00 5,40 + 0,04 510+03 5,75
C3 10,0 11,5+ 0,07 11,9 £1,0 3,62
45,0 46,1 + 0,02 442+ 1,1 4,04
, 5,00 5,00 £ 0,01 510+03 8,43 0.06538 0.00004
Cﬂ‘)‘:@‘;e T1 10,0 9,80 + 0,01 10,8 20,6 7,92 pvalor: 2,11 povalor: 3,640
45,0 45,1 +0,01 46,1 +0,5 2,59 0,9495 1,0

a_ T critico ® — F critico
Fonte: autoria propria
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Tabela 15. Comparacdo entre o método proposto e outros estudos reportados na literatura.

Metf)(-io Amostra Faixa linear Detector LD_ Ref.
analitico mg L! g L1

Cachaga

DIB Whiskies 0,25 -6,75 Smartphone 0,18 [7]
Tequila

DIB Cachaga 2,0-13,0 Smartphone 0,034 [70]

DIB Solugao aquosa 5,0-571,9 Smartphone 0,08 [71]

FDIB Cachaga 2,0-7,22 Smartphone 0,23 [32]

uTAD/DIB Cachaga 3-25 Scanner 1,6 [72]

uTAD/DIB Agua 1-10 Smartphone 0,23 [1]

uTAD/DIB Cachaca 1-12 Smartphone 0,21 [1]

Agua
Este
uTAD/FDIB Cachaga 1-50 Smartphone 0,20 trab.
Cha de maga

Fonte: autoria propria a partir das referéncias 7, 70, 71, 32,72 e 1.

4. CONCLUSAO

O dispositivo microfluidico desenvolvido, utilizando fio de algodao, bis-tiocarbazona
B20OOH como sensor fluorescente e CMC para pré-concentracao, demonstrou ser uma solucao
eficaz para a determinagdo de Cu(Il) em amostras de 4gua, cachaca e chd de maga. O método
se destaca por oferecer baixos limites de detecgdo (0,24 mg L) e quantificacdo (0,81 mg L),
além de uma faixa de trabalho linear (1 a 50 mg L!). Com vantagens como alta sensibilidade,
baixo consumo de reagentes e amostras, € a auséncia de necessidade de equipamentos
sofisticados, o dispositivo se mostrou econdomico e facilmente transportavel para analises em
campo.

A validagd@o por meio de comparagdo com o método FAAS confirmou a confiabilidade
do método, sem diferengas estatisticas significativas e com erros relativos inferiores a 10%. A
reacdo inédita que acopla UWTAD/FDIB para determinacdo de Cu(Il), baseada na bis-
tiocarbazona sintetizada, reforca a inovacdo do trabalho, oferecendo alta seletividade e
sensibilidade para o ion de cobre em pH 7. Ademais, este método representa uma alternativa
promissora para andlises rapidas, de baixo custo e portateis, com potencial aplicacdo em

monitoramento ambiental e controle de qualidade em diversas matrizes.
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Figura 62. Espectro no IV (reflectincia) da bis-tiocarbazona (B2COOH).
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Figura 63. Espectro de massas (1E, 70eV) da bis-tiocarbazona (B2COOH).
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Figura 64. Espectro de RMN de 'H (300,069 MHz; DMSO; 6DMSO 2,49) da bis-tiocarbazona.
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Figura 65. Espectro de RMN de '3C (75,459 MHz; DMSO; 6DMSO 39,5) da bis-tiocarbazona
(B2COOH).

i e
13
14 12
HO._ .0 15 e 0
H o H o
3
S N1 N OH
7 5 Nr j_|/ y g9
6 4 s

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 3 20 10 0 -10
f1 (ppm)

Fonte: Sousa, 2021.

Tabela 16. Tabela Comparativa entre os métodos estudados para determinagio de Cu?"

R . Método
Parametros analiticos
FAAS! FAAS? FDIB
Faixa linear (mg L) 0,5-6 0,5-6 1,0-50
R? 0,9988 0,9997 0,9971
LD (mgL™) 0,046 0,047 0,20
Recuperacao (%)? 96 - 102 89 - 125 96 - 119

! matriz aquosa; > matriz alcodlica
Fonte: autoria propria.
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Figura 66. Curva analitica para matriz aquosa (A) e matriz alcodlica (B) através do método de
referéncia FAAS.
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CAPITULO V

DISPOSITIVO pTAD BASEADO EM BIS-TIOCARBAZONA PARA DETECCAO E
QUANTIFICACAO DE COBALTO EM AGUA VIA ANALISE DE DIGITAL
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INTRODUCAO

O cobalto ¢ um metal que desempenha um papel vital ndo apenas em aplicagdes
industriais [1-4], mas também em processos biologicos humanos essenciais [5,6].
Biologicamente, o cobalto ¢ indispensavel como componente central da vitamina Bi»
(cianocobalamina), que € essencial para a saide humana. Essa vitamina facilita a sintese de
DNA, a producao de globulos vermelhos e a fungdo neuroldgica, ressaltando a importancia do
cobalto como micronutriente [5,6]. No entanto, apesar de sua importancia, a exposicao a
espécies inorganicas de cobalto além dos niveis recomendados pode levar a efeitos toxicos,
incluindo miocardiopatia, hipotireoidismo e distarbios neurolégicos [7-9]. A dualidade do
cobalto como nutriente vital e possivel toxina destacou a importancia de monitorar e quantificar
seus niveis em sistemas ambientais e biologicos [10—14].

A contamina¢do ambiental por cobalto provém de fontes naturais e antropogénicas
[11,15]. Enquanto processos naturais, como a intemperizagao de rochas que contém cobalto e
emissoes vulcanicas, liberam cobalto no ambiente, as atividades industriais continuam sendo
0s principais contribuintes para seus niveis elevados [11,15]. Essas industrias incluem
mineragdo, fundicdo, a fabricacdo de ligas e a producdo de baterias recarregdveis — uma
demanda que aumentou devido a transi¢do global para tecnologias de energia verde. Como
resultado, a poluicdo por cobalto na agua, solo e cadeias alimentares representa riscos
crescentes para os ecossistemas € a saude humana [16—-19]. De fato, o excesso de cobalto na
agua, alimento ou solo pode resultar em bioacumulacdo e biomagnifica¢do, agravando sua
toxicidade [4,8,20,21].

Para mitigar esses riscos, 6rgaos reguladores internacionais e nacionais estabeleceram
diretrizes para controlar as concentracdes de cobalto em vérias matrizes. A Organizagao
Mundial da Satde (OMS) enfatiza o monitoramento do cobalto como parte dos perigos
quimicos na agua potavel, mas ndo definiu um limite global especifico, refletindo suas
concentragdes geralmente baixas em condig¢des tipicas. No entanto, o cobalto ainda deve ser
gerido para prevenir a contaminagdo ambiental e riscos a saude publica. No Brasil, o Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) [22] estabelece as concentragdes maximas de cobalto
na agua em 0,05 mg L' (50 pg L) para d4guas doces de Classe I e 0,2 mg L' (200 ug L) para
a Classe III. A Diretriz de Saude do EWG (Environmental Working Group) estabeleceu 70 pg
L' de cobalto como um limite toleravel para d4gua potavel. [23]

Nesse contexto, varios métodos analiticos t€ém sido empregados para a deteccdo de

cobalto. Esses métodos incluem técnicas como espectrofotometria [24-26], espectrometria de
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absor¢ao atomica (FAAS) [27-30], e espectrometria de massas com plasma induzido por
acoplamento (ICP-MS) [31-33]. Embora esses métodos oferecam alta sensibilidade e precisao,
muitas vezes estdo associados a limitagdes significativas, incluindo a necessidade de
equipamentos caros € uma preparacao de amostras trabalhosa. Isso reduz sua viabilidade para
analises no local ou em tempo real, particularmente em ambientes remotos ou com recursos
limitados. Assim, os avangos recentes em quimica analitica tém se concentrado no
desenvolvimento de métodos alternativos que sejam mais econdmicos, portateis € ecologicos
[33,34]. Dentre eles, a deteccao colorimétrica utilizando métodos baseados em imagens digitais
(DIB) [35-44], tem sido utilizada para diversas aplica¢des, como: detec¢ao de adulterantes no
leite [34,35], aminas biogénicas em alimentos [36,37], contaminantes em bebidas [38—40],
amostras forenses [41-43], acidez de frutas [44,45], metais em aguas ambientais [46],
surfactantes em dguas ambientais e outras matrizes [34,47,48].

O método DIB [34,49] ¢ baseado na captura de imagens de reagdes colorimétricas
utilizando cameras digitais [50], smartphones [42,45], webcams [51], scanners [52] como os
dispositivos digitais mais utilizados.

Dispositivos Analiticos Baseados em Papel Microfluidico (uWPADs) representam um
avanco significativo na quimica analitica, oferecendo varias vantagens, como a reducdo das
necessidades de reagentes e amostras, tempos de processamento rapidos e alta portabilidade.
Essas caracteristicas os tornam particularmente adequados para aplicagdes em campo [53-57].
No entanto, o papel como substrato tem uma limitacdo: ele requer padronizagao para definir os
canais do dispositivo. Para resolver essa desvantagem, um substrato alternativo ganhou
popularidade: o fio. Essa inovacdo, conhecida como Dispositivo Analitico Microfluidico
Baseado em Fio (UTAD), oferece uma solug@o promissora [58—63]. Dispositivos baseados em
algoddo se destacam como uma opg¢ao sustentavel e de baixo custo; sua biodegradabilidade,
baixo custo de producdo e excelentes propriedades absorventes proporcionam beneficios
ambientais e econOmicos. Especificamente projetados para analise no local, os pTADs
baseados em algoddo sdo altamente aplicaveis em dreas criticas, como monitoramento
ambiental, vigilancia da satde publica e avaliagdes de segurancga alimentar [61,63—-67]. Além
disso, os p'TADs sdo ideais para integracdo com analise baseada em Imagem Digital (DIB),
criando uma abordagem poderosa para deteccao quimica. A distribui¢do uniforme de reagentes
e as mudancas de cor durante as reacdes quimicas facilitadas pelos pTADs podem ser
capturadas e quantificadas por meio da andlise DIB. Essa combinagdo permite uma andlise

portatil, rdpida e altamente sensivel no local, com uso minimo de reagentes, baixo custo e ampla
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versatilidade em diversas aplicagdes. Nesse contexto, diversos estudos tém sido dedicados ao
desenvolvimento de novos sensores colorimétricos para deteccao de cobalto em diferentes tipos
de amostras. Entre as varias abordagens, classes especificas de ligantes quelantes t€m ganhado
destaque, incluindo bases de Schiff, derivados de rodamina, compostos azo € cumarinas[68—
71].

As bis-tiocarbazonas sdo consideradas uma opgao promissora para o desenvolvimento
de sensores voltados para a deteccao e quantificagdo de ions de cobalto [63—65]. Sua estrutura
unica, com grupos bis-imina e tiocarbonila, acredita-se que facilite a formacao de complexos
metalicos altamente estaveis com Co?*, potencialmente resultando em mudancas colorimétricas
significativas e maior sensibilidade [72—74]. A capacidade das bis-tiocarbazonas de formar
esses complexos esta enraizada em seu sistema conjugado, que promove uma forte coordenacao
com os ions de cobalto. Essa propriedade as torna candidatas ideais para aplicagdes em quimica
analitica, particularmente no desenvolvimento de sensores colorimétricos capazes de detectar
cobalto de forma seletiva. A luz de suas vantagens quimicas e estruturais, a exploragio das bis-
tiocarbazonas para a detecgao seletiva e sensivel dos ions Co?" € de consideravel interesse. Esses
compostos nao s6 oferecem potencial no desenvolvimento de sensores, mas também estao
alinhados com os principios da quimica verde quando sintetizados utilizando catalisadores e
solventes ambientalmente amigaveis [72—74].

Este estudo apresenta, pela primeira vez, o desenvolvimento de um pTAD que incorpora
bis-tiocarbazonas como sensores colorimétricos seletivos para a deteccdo e quantificagdo de
Co?". Utilizando a abordagem baseada em Imagem Digital (DIB), esse método inovador
combina as propriedades Unicas de ligacdo metalica das bis-tiocarbazonas com a alta
sensibilidade e especificidade dos uTADs, oferecendo detec¢do rapida e precisa de cobalto.
Essa abordagem oferece varias vantagens, incluindo o uso reduzido de reagentes e amostras,
combinado com equipamentos portateis e de facil manuseio. Essas caracteristicas tornam-na
particularmente adequada para analises no local € monitoramento em tempo real. Além disso,
o processo de sintese segue os principios da quimica verde, utilizando solventes
ambientalmente amigéaveis, garantindo impacto ecoldgico minimo. Bis-tiocarbazonas, n'TADs
e andlise DIB representam um passo promissor para o avango de sensores sustentaveis e

eficientes para detec¢ao de Co?".
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparacio das solucdes e amostra

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada (resistividade > 18,0
MQ - cm) do sistema Milli-Q® Millipore, Bedford (EUA). As solugdes de ions metalicos foram
preparadas em uma concentrac¢ao de 1,25 x 1072 mol L™ utilizando reagentes de alta pureza da
Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As solu¢des tampao com diferentes valores de pH foram
preparadas utilizando reagentes especificos: tampodes de citrato (pH 3, 4 ¢ 5) com citrato de
sodio diidratado e 4cido citrico; tampodes de fosfato (pH 6 e 7) com Na:HPO4-7H20 e
NaH:PO4-4H:0; e tampdes em pH 8 e 9 com tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), com pH
ajustado utilizando HCl concentrado. Ajustes finais foram feitos com solu¢des de HCI ou NaOH
e medidos com um medidor de pH de bancada (Mettler Toledo, EUA).

A solucdo da molécula B-20H foi preparada dissolvendo-a em dimetilsulféxido
(DMSO) a uma concentracao de 2 g L. As suspensdes de carboximetilcelulose (CMC) a 1%,
2% e 3% m/v foram preparadas em agua Milli-Q, aquecidas a 60°C por 20 minutos sob agita¢ao
a 5000 rpm.

A solucao estoque de ions de cobalto foi preparada dissolvendo 0,0297 g de CoClz-6H20
em 100 mL de 4gua deionizada. O fio de algodado, adquirido em Vigosa, foi preparado seguindo
Oliveira et al. [40], sendo lavado em uma solu¢do fervente de Na.COs por 10 minutos,

enxaguado com agua Milli-Q até pH neutro e seco a temperatura ambiente.

2.2. Caracterizacao do fio de algodao

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi realizada
no modo ATR (Reflexdo Total Atenuada) utilizando um espectrofotometro RockSolid™, com
uma faixa de varredura de 4000 a 400 cm™!, resolucao de 0,5 cm™!, precisao de £ 0,2 cm ™ e um

laser de diodo como fonte.

A caracterizac¢io térmica do uTAD (F_B20OH_CMC_tampdo pH8 Co*") 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 nitrogénio com um fluxo constante de 50

mL min™, utilizando o analisador térmico PerkinElmer STA 6000.
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2.3. Método DIB

As analises utilizando o método DIB para colorimetria sdo baseadas em fendmenos de
reflectancia [75,76], uma vez que a cor capturada ¢ a radiagao refletida, e ndo a radiagdo
absorvida, como ¢ medida na espectrometria. Para obter o sinal analitico, 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 sao:
ImagelJ [13,80], PhotoMetrix Pro [81], ColorX [82], Color Grab sendo todos de uso gratuito. O
sistema de cor mais amplamente utilizado ¢ o sistema RGB, pois ¢ um sistema simples e facil
de usar, ja que combina os trés canais: vermelho (R), verde (G) e azul (B), variando de 0 a 255
para cada canal [45,75,83].

Para as analises pelo método DIB, o aparelho de suporte das amostras deve ser inserido
ou conter reagentes seletivos para evitar reagoes indesejadas com os analitos. Por isso, papéis
[84,85], ceramicas [86,87], polimeros [45,88] e vidros [89] sdo os mais utilizados. Contudo,
para obter dados precisos e exatos, ¢ necessario utilizar uma camara fechada com luz branca
homogénea [39,88,90,91]. Nesse contexto, foi utilizada uma camara feita de acrilico e
estireno-butadieno acrilonitrila (ABS), com dimensdes de 24 x 24 x 22 cm, para a obtengdo das
imagens digitais. Além disso, na parte superior interna, ha LEDs brancos alimentados por uma
fonte de 5 V / 1 A, usados para fornecer luz uniforme e homogénea para capturar imagens
digitais adequadas. Por outro lado, na base interna, ha um suporte de madeira com dimensdes
de 17,8 x 8,2 x 4 cm que foi utilizado para ajustar a distancia focal. Além disso, na parte externa,
foi feito um buraco de 2 cm de didmetro para acoplar um smartphone de 50 megapixels (Xiaomi
Redmi Note 11) e obter as imagens digitais do pTAD, como mostrado na Figura 68. Apds a
captura das imagens, elas foram decompostas utilizando os dados RGB com o aplicativo Color

Grab e/ou o software Image J.

2.4. Sintese de Bis-Tiocarbazona

Com base na sintese descrita porLi ef 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-carboxibenzaldeido foram utilizados como substratos, e acido acético (30 mol %) foi usado
como catalisador. A reacdo foi realizada em uma mistura de solventes de agua e etanol na
proporgao de 1,5:1,3. A mistura foi agitada por 3 horas a 110 °C (Figura 69). Apds a reagdo, o
produto (B-20H) foi isolado por filtracao e purificado por recristalizagdo com uma mistura de

agua 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 pTAD ¢ centralizado na base de madeira
para garantir o alinhamento com o foco da camera, enquanto o LED proporciona iluminagao
controlada, garantindo precisdo na aquisi¢ao das imagens.
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Fonte: autoria propria.

Figura 68. Sintese da bis-tiosemicarbazona B-20H a partir da reacdo entre 2-

carboxibenzaldeido e tiosemicarbazida, utilizando acido acético e etanol como catalisadores.
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Fonte: autoria propria.

2.5. Caracterizacio da molécula

A massa das bis-tiocarbazonas foi determinada utilizando um espectrometro de massas
GC/MS QP2010 (SHIMADZU). O equipamento operou com as temperaturas da fonte de ions
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 espectrometro
Varian 660 FTIR, equipado com um acessorio GladiATR, na faixa de 4000 a 450 cm™.

O ponto de fusdao 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 ressonancia magnética nuclear (RMN) para hidrogénio ('H) e carbono
(*C) foram obtidos em um espectrometro Varian Mercury 300 MHz (Bo = 7T), operando a
300,069 MHz para 'H e 75,459 MHz para '*C, respectivamente, utilizando DMSO-ds como

solvente deuterado.

2.6. Detecciio de ions de cobalto por pTAD

Seguindo a metodologia descrita por De Oliveira ef al. [40], um fio de algodao de 5 cm
foi fixado em uma fita adesiva dupla face de 6 cm. A regido de interesse (ROI), localizada no
centro de 3 cm do fio, foi tratada com 0,3 pL. de B2ZOH (2 g L") e 10 uL de CMC (1%). Na
extremidade esquerda do fio, foram adicionados 5 pL de tampdo pH 8 e 15 pL da amostra
contendo ions de cobalto, conforme ilustrado na Figura 70. Um periodo de secagem de 10
minutos a temperatura ambiente foi realizado apos cada aplicagdo para garantir a estabilidade

completa dos reagentes utilizados.

Figura 69. Dispositivo pyTAD para detec¢ao de Co**, composto por uma fita dupla face de 5
cm com uma regido de interesse (ROI) de 3 cm onde ocorre a reagdo colorimétrica.
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Fonte: autoria propria.
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2.9. Otimizac¢ao do método

Os parametros otimizados para a determinacdo de cobalto incluiram pH (de 3 a 9),
concentracdo de CMC (de 1% a 3%), volume de CMC (de 0 a 25 pL), volume da amostra (de
5 a 30 uL), concentragdo de B-20H (de 0,5 a2 g L) e tempo de reagdo (de 5 a 60 min).

2.10. Parametros analiticos

Com base no método otimizado, foram avaliados os indicadores de mérito, incluindo

seletividade, interferéncia (razdo 1:1), curva de calibracdo, limite de detec¢ao (LD), limite de
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quantificagdo (LQ) e precisdo inter- e intra-dia para concentragdes de cobalto de 10, 50 e 80 pg
L™". Além disso, estudos de recuperagdo foram realizados utilizando amostras de 4gua mineral
e agua da torneira, spiked com cobalto em trés niveis de concentragdo (10, 50 ¢ 80 ug L™).
Todas as analises foram conduzidas de acordo com os padrdes estabelecidos pela ANVISA
(2017) [92].

Para o célculo dos interferentes, foi usada a Equacdo 1 para determinar o erro relativo.
Esse célculo leva em consideracao tanto o sinal do canal B com cobalto e o interferente, quanto

o sinal do canal B apenas para cobalto:

. Bco B
Erro relativo (%) = % x 100 (1)

O limite de deteccao (LD) foi determinado por 3 vezes o desvio padrao da solugdo em
branco (o) dividido pela inclinagdo da curva analitica (S), conforme mostrado na Equagdo 2. O

limite de quantificacao (LQ) ¢ calculado pela Equacao 3:

LD= =" Q)
LQ _ 10;‘ c (3)

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacoes

3.1.1. Caracterizacoes da molécula B-20H

A molécula B-20H tem uma massa molar de 314,08 g mol™, ¢ um so6lido verde claro,

apresentou um rendimento de 77% na reagdo e tem uma faixa de fusdo entre 187,6 e 188,7 °C.
EM m/z (abundancia em %): 314 (24, M+.), 120 (100), 65 (92) (Figura 81, anexo III).
FTIR (cm™): v max (cm™): 3138, 2981, 1556, 1278, 953, 743 (Figura 82, anexo III).

RMN de H (300,069 MHz; DMSO-d6, SDMSO 2,49): § (integragdo, multiplicidade,
atribuicdo, constante de acoplamento) 12,02 (1H, sl, 6N-H); 11,89 (1H, sl, dN-H); 11,61 (1H,
sl, 60-H,); 10,03 (1H, sl, 80-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 3C (75,459 MHz; DMSO-d6; 6)DMSO 39,5): 6 (atribui¢do):174,4 (C1); 157,1
(C8eCl11);149,4(C2e(C9);141,2(C6eC13);131,5(C4eC15);126,9 (C5eC14);119,4 (C7
e C12); 116,4 (C3 e C10). (Figura 84, anexo III).

3.1.2. Caracteriza¢do do pTAD

3.1.2.1. Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier

No espectro de FTIR do fio de algodao (FdA), Figura 71, observam-se numeros de onda
caracteristicos do material, como o estiramento O—H em 3318 cm™, proveniente da hidroxila
da celulose. Também sdo determinados os estiramentos correspondentes aos grupos C—H,
presentes na estrutura, em 2888 cm™, tipicos de cadeias alifaticas, além das deformagodes do
grupo C—H em 1368 cm™.

Além disso, no nimero de onda 1634 cm™, observa-se uma deformagao provavelmente
proveniente da dgua absorvida durante o processo de lavagem do fio. J& os nimeros de onda
em 1310 cm™, 1004 cm™ e 888 cm™ podem ser associados aos estiramentos C—O ¢ C—0-0,
presentes na celulose.

O espectro de FTIR para o fio contendo a molécula, tampao, CMC e cobalto apresentou
alguns deslocamentos e nimeros de onda caracteristicos da molécula. As bandas em 3326 cm™
e 1634 cm™ sdo tipicas 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™. O espectro na regido IV indica uma incorporagdo adequada dos
reagentes ao fio de algodao, além da possivel presenca de uma banda caracteristica da inser¢ao
de Co(Il) na estrutura, representada pela banda em 954 cm™, que pode estar relacionada as

vibragdes entre o metal e o ligante.

3.1.2.2. Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (Figura 72) revela duas etapas de perda de massa com trés
eventos de decomposi¢do na faixa de temperatura entre 30 °C e 700 °C. O primeiro ocorre entre
110 °C e 214 °C, indicando a perda de moléculas de 4gua, com uma reducao de massa de 12,1%
[40]. Na segunda etapa, entre 248 °C e 395 °C, ha uma perda expressiva de 73,8%, associada a
liberacao de CO a 340,8 °C, também evidenciada pelo DTG. Acima de 408 °C, ndo ha perdas

significativas de massa.
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Figura 70. Espectro infravermelho para o fio de algodao (FdA) e para o fio contendo a molécula
2,5 g L't CMC (1%), tampdo pH 8 e Co(II) utilizado para construgio do dispositivo uTAD.
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Fonte: autoria propria.
Figura 71. Curva de TG e DTG para decomposi¢ao térmica do uTAD contendo
molécula B2OH, CMC, tampao pH 8 e Cobalto (50 mg L™).

0,1

100
- 0,0

F-0,1
75

)

--0,3

DTG (%)

50 A

TG (%)

L-0.4
L -0,5
25 4

--0,6

--0,7

0 T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)
Fonte: autoria propria.



166

3.2. Otimizac¢io do método

3.2.1. Concentraciao de CMC

A concentragdo de CMC foi estudada variando de 1% a 3% e analisada qualitativamente.
No dispositivo unTAD, 0,3 uL. de B-20H e 10 uLL. de CMC foram adicionados a ROI, juntamente
com 5 puL. de tampao de pH 8 e 15 pL de cobalto (73 mg L) na extremidade esquerda. Apos
um tempo de reagdo de 10 minutos, as imagens foram capturadas.

Como mostrado na Figura 73, na concentracdo 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 formagao
de uma barreira adsorvente para a formacao localizada do complexo. Na concentragdo de 2%,
a concentragao foi insuficiente, resultando em uma ROI reduzida. Em contraste, a concentracao
de 1% de CMC mostrou a melhor resposta, pois a ROI permaneceu uniforme e a barreira nao

foi quebrada.

Figura 72. Estudo da concentragdo de CMC para a formagdo de uma barreira adsorvente para
a formagdo do complexo entre a molécula ¢ o cobalto (II).
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Fonte: autoria propria.

3.2.2. Volume de CMC

O volume de CMC foi estudado variando de 0 a 25 pL, conforme mostrado na Figura
74. Qualitativamente, observa-se que a adicdo de CMC ¢ significativa, pois na auséncia de
CMC ndo ¢ formada nenhuma barreira para a reagdo ocorrer na ROI, como visto quando o
volume de CMC ¢ zero. No entanto, volumes baixos (5 pL) também sdo ineficazes, pois formam
uma barreira fraca, permitindo que a amostra passe.

Quando 10 pL de CMC sao usados, uma ROI bem definida ¢ formada, e a intensidade
do canal B ¢ reduzida, conforme observado na andlise quantitativa. Com 15 pL, a ROI
permanece bem definida, mas com uma area maior. Para volumes superiores a 15 pL, uma

barreira bem definida nao ¢ 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 pL apresentou a melhor resposta, tanto qualitativamente quanto
quantitativamente, com a menor intensidade do canal B. O canal B ¢ a cor complementar da cor
amarela; portanto, esse canal deve ser mais sensivel a analise de cobalto utilizando DIB [83,95—

97].

Figura 73. Avaliagdao do volume de CMC. Parametros analiticos: 0,3 uL. de B-20H e volume
varidvel de CMC foram adicionados a ROI, juntamente com 5 pL de tampao de pH 8 e 15 puL
de Cobalto (73 mg L") na extremidade esquerda. Tempo de reacao: 10 min.
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Fonte: autoria propria.

3.2.3. Volume de amostra

O volume da amostra foi avaliado na faixa de 5 a 30 pL, analisando a intensidade do
canal B da amostra em comparagdo com o branco (Bo). A Figura 75 ilustra a relagdo entre o
volume da amostra e o AB (Bo - B), sendo que um alto AB ¢ necessario.

Entre os volumes testados, 15 pL e 25 pL apresentaram as melhores respostas analiticas.
No entanto, considerando a reducdo no consumo de reagentes, o volume de 15 pL foi
selecionado para estudos subsequentes. Observou-se que volumes menores que 15 pL foram
insuficientes para atingir a ROI, tornando a reacdo colorimétrica indetectavel. 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, AB negativos foram obtidos, confirmando a ndo
deteccao do cobalto.

Figura 74. Estudo do volume da amostra. Parametros analiticos: 0,3 uL de B-20H e 10 pL de
CMC foram adicionados a ROI, juntamente com 5 plL de tampao de pH 8 e volume variavel de
Cobalto (73 mg L") na extremidade esquerda. Tempo de reagdao: 10 min.

75

Volume de amostra / pL.

Fonte: autoria propria.

3.2.4. Estudo da concentrac¢ao da molécula B-20H

A concentragdo da molécula bis-tiocarbazida B-20H foi avaliada na faixade 0,5a2 g
L™, analisando a diferenca entre o canal B contendo cobalto e o canal B do branco (Bo). Como
mostrado na Figura 76, nao foi observada uma relagdo direta entre a concentracao da molécula
e a resposta analitica. No entanto, a concentracdo de 2 g L' apresentou a melhor resposta

analitica, exibindo um maior AB, e foi, portanto, selecionada para estudos subsequentes.

3.2.5. Estudo do tempo de reacio
O tempo de reacdo 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 diferencga entre B e Bo.
A Figura 77 apresenta os resultados, destacando 10 min como o tempo de reacdo que
proporcionou a melhor resposta analitica, sendo um dos pontos com a maior diferenca.

A medida que o tempo de reagio aumentou, foram observadas flutuagdes minimas em

AB, indicando um possivel equilibrio. Portanto, 10 min foi selecionado para estudos
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subsequentes, pois ¢ mais eficiente e adequado para andlises mais rapidas, sem comprometer a

qualidade dos resultados.

Figura 75. Efeito da concentragdo do ligante. Parametros analiticos: 0,3 pL de B-20H
(concentragdo variavel em g L™') e 10 uL de CMC foram adicionados a ROI, juntamente com
5 puL de tampao de pH 8 e 15 pL da solucao de cobalto (73 mg L") na extremidade esquerda.
Tempo de reacdo: 10 min.
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Fonte: autoria propria.

Figura 76. Estudo do tempo de reacdo entre a molécula de Bis-tiocarbazida e cobalto.
Parametros analiticos: 0,3 uL de B-20H (2 g L™!) e 10 uL de CMC (1%) foram adicionados a
ROI, juntamente com 5 puL de tampao de pH 8 e 15 pL de solugdo de cobalto (73 mg L) na

extremidade esquerda.
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Fonte: autoria propria.
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3.3. Parametros analiticos
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 razdo B/Bo se destacaram. O valor do branco neste canal e pH foi 182,
enquanto o valor correspondente para o cobalto foi 61. Isso representa uma reducao de
intensidade de aproximadamente 3 vezes, Figura 78E — 78F.

Nos canais R e G (Figura 78A — 178), nenhum metal se destacou. A diferenca entre os
ions metalicos foi pequena e, quando comparada com o valor do branco, ndo foi muito
significativa, o que sugere a auséncia de interferentes no método.

Com esses resultados, pode-se concluir que o cobalto apresentou uma diminui¢ao
significativa na intensidade no pH 8 no canal B e na razdo B/Bo, destacando-se em relagdo aos
outros metais avaliados. Portanto, o cobalto ¢ 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 pTAD para a determinagdo de metais, Canal R (A), R/Ro
(B), Canal G (C), G/Go (D), Canal R (E) e R/Ro (F). Parametros analiticos: 0,3 uL. de B-20H
(2gL ") e 10 pL de CMC (1%) foram adicionados a ROI, juntamente com 5 puL de tampao de

pH 8 ¢ 15 uLL do ion metélico (1,25 x 1072 mol L) na extremidade esquerda. Tempo de reagao:

10 min
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Fonte: autoria propria.
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3.3.2. Interferéncia

Solugdes contendo os ions metalicos (Pb**, Ba*, Ca**, Cd*, Na*, K*, AI**, Cr**, Fe*",
Fe**, Hg*", Mn**, Co**, e Ag") e cobalto foram preparadas em uma propor¢ao molar de 1:1 com
concentragdo de 6 x 10~* mol L™'. Os dispositivos pTAD foram preparados em triplicata para
cada ion/cobalto e para o branco. Com base na Equac¢ao 1, a porcentagem relativa para cada um
foi calculada, conforme mostrado na Figura 79.

Na Figura 78, o ion de cobre nao apresenta sinal de possivel interferente quando
analisado isoladamente. No entanto, na presenga de Co?*, observa-se uma reduc¢do no sinal do
canal estudado, evidenciando uma possivel interferéncia entre os ions, conforme indicado na
Figura 79.

Figura 78. Estudo dos potenciais interferentes no uTAD para a determinagdo de cobalto.
Parametros analiticos: 0,3 L. de B-20H (2 g L"), 10 uL de CMC (1%), 5 uL. de tampao de pH
8 ¢ 15 uL da solugdo contendo cobalto e o interferente (6 x 10~* mol L™'). Tempo de reacao: 10
min. (n=3)
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Fonte: autoria propria.
De acordo com a Figura 78, o ion cddmio deveria atuar como um potencial interferente.
No entanto, o erro relativo observado ficou abaixo de 10%, Figura 79, indicando que, mesmo
em altas concentracdes desse ion, € possivel determinar com precisdo a concentragdo de ions

cobalto. Além disso, o erro relativo variou de -5,49% para Mn(Il) a 8,74% para Fe(Il),
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demonstrando que, apesar de pequenas variagdes, os resultados estdo dentro dos padroes
estabelecidos pela AOAC [98] de &+ 10%. Assim, o método proposto € vidvel para a andlise de

amostras contendo esses ions.
3.3.3. Linearidade

Para esta andlise, solu¢des foram preparadas na faixa de trabalho de 1 a 80 pg L' a
partir de uma solucdo padrao de 1000 pug L. A curva analitica ¢ mostrada na Figura 80,
relacionando a concentracao do ion cobalto a resposta analitica, expressa como AB = Bo - B,
onde Bo ¢ 0 valor do branco e B ¢ o valor da amostra contendo cobalto. A equagdo de regressao
linear obtida foi AB =-0,2975 [Co(II)] + 23,842, com um coeficiente de correlagdo R = 0,9981
e um coeficiente de determina¢do R? = 0,9950. Com base nas Equagdes 2 e 3 apresentadas
acima, ¢ possivel determinar os limites de deteccao (LD) e quantificagao (LQ) do método,
considerando o desvio padrao da resposta analitica do branco com n = 10. Assim, o método de

determinagdo de cobalto apresentou um LD de 0,30 pg L' e um LQ de 0,94 ng L.

Figura 79. Curva analitica obtida para a determinagao de cobalto via yTAD DIB.
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AB = -0,2975[Co(II)] + 23,842
R*=0,9950
20 +
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m
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0 20 40 60 80
[Co(I)] /pg L™

Fonte: autoria propria.



174

3.3.4. Precisao

Para avaliar a precisao do método, testes de repetibilidade (n = 10) foram realizados em
trés niveis de concentragao (10, 50 e 80 ug L™"). A partir desses testes, foi calculada a desvio
padrdo relativo (%RSD), conforme mostrado na Tabela 17. Os resultados indicam que a
precisdo intradia (2 dias) e interdia (6 horas) variou de 2,21% a 3,34%, demonstrando a
consisténcia dos resultados obtidos.

Tabela 17. Desvio padrao relativo em trés niveis de concentragdo (n = 10) para a determinagao
de cobalto.

Concentragao % RSD
(ug LY Intradia  Interdia
10 2,96 3,25
50 3,17 2,53
80 3,34 2,21

Fonte: autoria propria.

3.3.5. Recuperacio

A precisdo do método foi avaliada por meio de testes de recuperacgdo realizados com
duas amostras de agua: 4gua destilada do Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Vicosa, localizada em Vigosa, Minas Gerais, Brasil, e 4gua da torneira do Departamento de
Quimica da mesma institui¢do. A recuperacao foi realizada em trés niveis de concentracdo para
ambas as amostras, e as porcentagens de recuperacao obtidas estdo mostradas na Tabela 18.

Com base nos resultados apresentados, observou-se que a recuperagdo variou de 85% a
110%, indicando uma boa determinacao de cobalto nas amostras. Além disso, o coeficiente de
variagao variou de 2,20% a 9,5% em todas as concentracdes, com valores abaixo de 10%,

demonstrando que os resultados apresentaram boa precisao.

Tabela 18. Recuperagao de cobalto em amostras de agua (n = 3) utilizando o método uTAD
DIB.

Add Encontrado Recuperado Coeficiente de Variac¢ao
Amostra

pg L pg L % %
10,00 10,20+ 0,97 102 9,50
Agua destilada 50,00 49,96 +£2,08 100 4,20
80,00 75,40+ 1,70 94 2,20
Agua de 10,00  8,50+0,37 85 4,40

torneira 50,00  55,30+3,90 110 7,00




175

80,00 73,12 +3,85 91 5,30
Add: concentracao adicionada. Fonte: autoria propria.

3.4. Comparacio do método proposto com outros métodos da literatura.

Com base nos estudos publicados na literatura, foi criada a Tabela 19, apresentando uma
comparagao entre os métodos relatados anteriormente ¢ o método desenvolvido. Além disso, a
tabela inclui informagdes sobre o tipo de amostra analisada, a faixa de trabalho linear e o limite
de deteccao determinado por cada método.

A tabela apresenta métodos estabelecidos na literatura, que se destacam pela alta
sensibilidade devido aos limites de detec¢dao baixos, mas possuem faixas de trabalho mais
estreitas e requerem etapas de preparagdo de amostras, como extragdes, para pré-concentrar a
amostra. Métodos como PV-IS-DLLME-DIC e FAAS sao eficazes para amostras com menores
concentragdes de cobalto.

Em contraste, o método proposto pTAD-DIB se destaca pela boa faixa linear, tornando-
se uma abordagem mais flexivel. Esse método permite a andlise de amostras em diferentes
concentragdes de cobalto sem a necessidade de processos complexos de preparacdo de
amostras. Assim, o W TAD-DIB oferece vantagens em termos de versatilidade e simplicidade,

especialmente para a determinacdo das concentragdes de cobalto.

Tabela 19. Tabela comparativa de desempenho analitico do sensor construido para deteccao de
cobalto.

Método de detecciao

L. . . Amostra Faixa Linear? LD? Ref.
Técnica de extracao e deteccao

uTAD-DIB Agua de torneira 25-600 6,5 [13]

Espectrofotométrico Agua 8- 80 - [99]

PV-IS-DLLMEb -DIC Alimento 3,27—1 00,00 1, 14 [100]

FAAS® Agua 5,0 -350,0 1,2 [101]

LLME? - DIC Vitamina B, 0 - 50,00 0,9  [102]

DIC Ambiental 10 -200 4,1 [103]

uWTAD - DIB Agua 1-80 03  bste

trab.

augl!; PExtragdo liquida-liquida dispersiva por variagdo de pressio em uma seringa; ©

Espectrometria de Absor¢do Atémica em Chama; ¢ Extracdo liquida-liquida dispersiva; DIC:
Colorimetria de Imagem Digital; LD: limite de deteccdo. Ref.: referéncias. Fonte: autoria

propria a partir das referéncias citadas.



176

As amostras de dgua deionizada e dgua de torneira foram analisadas em trés niveis de
concentracgao (10, 50 e 80 ugl™), utilizando a FAAS como método de referéncia e o uTAD —
DIB como método proposto.

As taxas de recuperagdo variaram entre 86% e 116% para o método de referéncia,
enquanto para o método proposto ficaram entre 85% e 110%. Ja os coeficientes de varia¢ao do
método de referéncia oscilaram entre 0,41% e 1,21%, indicando boa exatiddo. A Tabela 20
apresenta os resultados obtidos para ambos os métodos, onde se observam erros relativos
superiores a 10% em algumas amostras, como a agua deionizada no primeiro nivel de
concentragdo e a agua de torneira no terceiro nivel. Apesar disso, a maioria das amostras
apresentou erro relativo inferior a 10%. Essa variacdo pode estar associada a magnitude do
valor de referéncia, j4 que foram encontradas concentragdes um pouco acima ou abaixo da
esperada, o que acabou ampliando o erro relativo entre os métodos.

Com o auxilio do software GraphPad Prism, foi possivel avaliar a correlagdo entre os
métodos por meio dos testes t e F pareados, considerando um nivel de significancia de 95% (n
= 3) e um valor de p de referéncia de 0,005. Os dados apresentados na Tabela 20 mostram que
os valores calculados ficaram abaixo dos valores criticos tanto no teste t quanto no teste F.
Assim, os resultados indicam que os métodos ndo apresentam diferencas estatisticamente

significativas entre si.

Tabela 20. Determinacdo de cobalto utilizando o método proposto e o0 método de referéncia.

Add/ Método | Erro

1 Relativo| Testt t* TestF FP
pgL” FAAS /gL' DIB/pgL”' o,

Amostra

10,0  86+0,06 102+0,97 18,6
Agua destilada 50,0  48,1+024 49,7+2,08 3,94

1,944 2,218
80,0 75,4+ 1,70 5,40 . -
) 77,3+ 0,90 s > > p 2,110 p 2,980
. 10,0 8,6+0,10 8,5+0,37 1,94  valor: valor:
Agua.de 50.0 5824037 553+3,90 2.71 0,0687 0,1673
torneira

80,0 883+0,73 73,1385 146

a-T critico °F critico. Add.: adicionado Fonte: autoria propria.

Assim, o método pn”TAD — DIB proposto se revela um recurso versatil, com baixo
volume de amostra, baixo custo € 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 determinagdo de cobalto em baixas concentra¢des, além de oferecer
flexibilidade quanto aos tipos de amostras analisadas.

4. CONCLUSAO

Este estudo propds um método pratico, rapido e eficiente para detectar Co** em amostras
de agua, utilizando uma abordagem microfluidica colorimétrica com fibras de algoddo e analise
de imagem digital, utilizando um smartphone e software gratuito. O uso de uma caixa dedicada
possibilita a analise em campo, exigindo apenas uma fonte de energia para garantir a qualidade
consistente da imagem. Os resultados mostraram que a sintese da molécula B-20H 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 detec¢do de Co?", como evidenciado pelas caracterizagdes
realizadas. Apos otimizagdes, o0 método foi validado, apresentando uma curva analitica de AB
= -0,2975 [Co(II)] + 23,842, R* = 0,9950, juntamente com a determinagdo do limite de
quantificagdo, limite de detecgdo, precisdo e recuperagdo em trés niveis de concentragdo. Os
resultados foram promissores, especialmente com um tempo de reagao de apenas 10 min, o que
melhora a frequéncia analitica do método. Estudos de seletividade e interferéncia mostraram
impacto minimo de outros ions metalicos que poderiam interferir na amostra, confirmando a
robustez do método. Assim, o método pTAD DIB se mostrou confiavel, preciso, versatil e
eficiente para andlise de determinacdo de Co*', sendo também adequado para regides com

recursos limitados.
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ANEXO III

Figura 80. Espectro de massa (EI, 70 eV) da bis-tiocarbazona B-20H.
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Fonte: Sousa, 2021.[72]
Figura 81. Espectro FTIR (reflexdo) da tiocarbazona B-20H.
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Fonte: Sousa, 2021.[72]
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Figura 82. Espectro de RMN de 'H (300,069 MHz; DMSO; DMSO 2,49) da bis-tiocarbazona

B-20H.
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Fonte: Sousa, 2021.[72]
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Figura 83. Espectro de RMN de 3C (75,459 MHz; DMSO; 8DMSO 39,5) da bis-tiocarbazona
B-20H.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos ao longo deste trabalho, as perspectivas futuras
incluem a realizacdo de estudos adicionais de caracterizagdo, como testes de Job para as
moléculas B2COOH e B20OH, visando melhor compreensdao de suas estequiometrias de
complexagdo. 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 identificagdao e
quantificagdo desses compostos de forma simples, rapida e acessivel, utilizando dispositivos
portateis como um smartphone. Essa abordagem visa democratizar a analise quimica, tornando-
a mais viavel em diferentes contextos e locais com infraestrutura laboratorial limitada.

Por fim, esta prevista a submissao dos dois ultimos estudos realizados para publicacao
em periddicos cientificos especializados, contribuindo assim para o avango do conhecimento

na area de desenvolvimento de sensores quimicos baseados em bis iminas.



