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RESUMO

A presenca do anion sulfeto (S%) em diversos tipos de aguas é indesejavel
devido a sua alta toxicidade e poder corrosivo. Além disso, seu odor desagradavel
caracteristico — devido a formacao de H»S — pode ser percebido pelo olfato a partir
da concentracdo de 0,05 mg L' e, acima de100 mg L', ndo é mais perceptivo
devido a fadiga do sistema olfatério. Diversos métodos analiticos tém sido
desenvolvidos para quantificacdo de sulfeto em amostras na fase liquida (S?),
porém devido a sua alta reatividade é preferivel que métodos portateis e de baixo
custo sejam utilizados para permitir a quantificagdo in situ, diminuindo erros
analiticos relativos a etapas de amostragem e transporte ao laboratério. Dessa
forma, foi desenvolvido nesse trabalho uma plataforma modular construida com
impressao 3D para determinagao in situ de sulfeto em aguas utilizando o fenémeno
da fluorescéncia e tratamento de imagens digitais. O método analitico se baseia na
geracao de H>S gasoso por meio da adicao de H3PO4 na solucdo contendo sulfeto
seguido pela difusdo do gas por uma membrana porosa e coleta pelo reagente
Acetato de fluoresceina de Mercurio (AFM). A reagédo entre AFM e sulfeto provoca
supressao da fluorescéncia com emissdo maxima em 535 nm (cor verde) quando
excitada em 470 nm (regido de cor azul). Um LED com emissdao maxima em 470 nm
foi utilizado como fonte de radiacdo e um smartphone foi posicionado
adequadamente para aquisicdo de imagens digitais do reagente fluorescente. As
condi¢des otimizadas resultaram em uma relacao linear para sulfeto na faixa de 0,5
a 5,0 pmol L' com tempo de analise de 20 minutos e 25°C (temperatura ambiente) e
10 mL de amostra. Recuperacdes entre 98,0 e 107,4% foram obtidas. Embora a
AFM ja tenha sido usada para determinacao de sulfeto a combinacédo da abordagem
de geracdo de vapor com uma quantidade reduzida de reagente e com o
procedimento de tratamento de imagem digital foi demonstrada pela primeira vez.

Palavras chave: Sulfeto, Fluorescéncia, Imagens digitais, Analises de agua, extracao
de vapor.



ABSTRACT

The presence of the sulfide anion (S%) in several types of water is undesirable
due to its high toxicity and corrosive proprieties. Besides, its characteristic
unpleasant odor - due to the formation of HzS - can be perceived in a concentration
of 0.05 mg L' and when reaching the concentration of 100 mg L is no longer
perceptible due to fatigue of the olfactory system sensitive. Several analytical
methods have been developed to quantify sulfide in solutions (S%), however due to
its high reactivity it is preferable that portable and low-cost methods are used to
enable quantification in situ, reducing analytical errors related to sampling steps and
transport to the laboratory. Here, a modular platform built with 3D printing was
developed for in situ determination of sulfide in waters using the phenomenon of
fluorescence and treatment of digital images. The analytical method is based on the
generation of gaseous H»S through the addition of H3PO, in the solution containing
sulfide followed by the diffusion of the gas through a porous membrane and collected
by the reagent Mercury fluorescein acetate (FMA). The reaction between FMA and
sulfide causes suppression of fluorescence with maximum emission at 535 nm
(green color) when excited at 470 nm (blue region). LED with maximum emission at
470 nm was used as a radiation source and a smartphone was properly positioned to
acquire digital images of the fluorescent reagent. The optimized conditions resulted
in a linear relationship for sulfide in the range of 0.5 to 5.0 pmol L' with an analysis
time of 20 minutes and 25°C (room temperature) and 10 mL of sample. Recoveries
between 98.0 and 107.4% were obtained. Although AFM has already been used for
sulfide determination, the combination of the vapor generation approach with a
reduced amount of reagent and digital imaging has been demonstrated for the first

time.

Keywords: Sulfide, Fluorescence, Digital images, Water analysis, steam extraction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Enxofre

O enxofre € um dos elementos quimicos mais abundantes na natureza.
Grande parte dos reservatérios de enxofre estda em rochas sulfurosas, depédsitos de
elementos sulfurosos e combustiveis fosseis, e € um dos mais importante e
essencial para todo reino biolégico por incorporar em aminodacidos, proteinas,
vitaminas, enzimas e diversas outras biomoléculas. Alguns minérios de sulfeto
podem ser de origem biogénica. O enxofre pode estar presente na biosfera na forma
reduzida, como por exemplo sulfeto de hidrogénio (H.S) e mercaptanas organicas
(R-SH). Ocorre também no estado nativo (ortorrdmbia ou monoclinica) ou elementar
e combinado com ferro e metais basicos. O enxofre no petrdleo encontra-se em uma
variedade de compostos organicos complexos e no gas natural na forma de sulfeto
de hidrogénio. Diferentemente dos seres humanos e dos animais monogastricos, as
plantas podem usar enxofre inorganico e sintetizar aminoacidos contendo enxofre,
como metionina (CH3SCH>CH>,CHNH.CO2>H) e cisteina (HSCH>CHNH>CO2H)
(KOMARNISKY, 2003).

De maneira geral, os compostos de enxofre sdao encontrados nas formas
oxidada e reduzida, variando os estados de oxidacdo de -2 (completamente
reduzido) a +6 (completamente oxidado), podendo ser transformados na natureza
tanto quimicamente quanto biologicamente. Por possui uma massa molar baixa, a
maioria dos compostos de enxofre sdao gases ou potencialmente volatizaveis. Os
principais compostos volateis sob forma reduzida séo: sulfeto de hidrogénio (H.S),
sulfeto de carbonila (COS), dissulfeto de carbono (CS.), sulfeto de metila (CH3SH),
sulfeto de dimetila (CH3SCH3, DMS), e dissulfeto de dimetila (CH3SSCH3, DMDS),
também chamados de compostos reduzidos de enxofre (CRE) (KOMARNISKY,
2003). A maior parte dos CRE é fixada no processo de assimilagdo intracelular por
organismos vivos e apenas uma pequena fracao € liberada como compostos volateis
de enxofre para o ambiente. Contudo, apds a morte destes seres, com a acao da
degradacao microbiana os CRE sao emitidos para a atmosfera, principalmente sob a
forma de H.S (ANDREAE, 1992). A investigacdo das concentragcdes destes
compostos contendo sulfetos sao dificeis, pois, em temperatura ambiente séo
volateis e alguns sao soluveis (WARDENCKI, 1998).
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Segundo Martins (2002) o enxofre na forma oxidada encontrado na atmosfera
tem como principal forma o SO,. Na maioria dos ambientes com baixa atividade
antropica a concentragao de SO, é relativamente baixa. Porém, o homem interfere
no ciclo do enxofre por meio de grandes quantidades de didéxido de enxofre liberadas
nos processos de queima de carvao e éleo combustivel em industrias e usinas
termelétricas. Fatores naturais que aumentam a concentracédo de SO, (e também de
H>S) sao por exemplo erupgéo de vulcdes. Devido ao carater altamente oxidante da
atmosfera terrestre, os compostos reduzidos de enxofre sdo oxidados a SO, que
também sofre reacdo formando &cido sulfurico, dependendo das condi¢des
ambientais. Se esse acido nao for neutralizado por substancias alcalinas presentes
na atmosfera (tais como NHj3), podem provocar chuvas acidas. (MOREIRA, 1994). A
chuva acida passa muitas vezes despercebida, porém, esse fato torna perigoso.
Uma das principais preocupac¢des da chuva acida sao os prejuizos a saude humana
e acidificacdo do solo (JESUS, 1996). No ser humano as particulas de acido
sulfarico soluveis na agua da chuva acumulam nos bronquios, diminuindo as
defesas do corpo humano contra infec¢des, ao atingir os pulmdes, podem aumentar
os riscos de enfisemas (FROTA, 2019). Além disso, o dano da chuva a materiais,
tais como esculturas e edificios, € um importante efeito negativo da acidez.

Vale ressaltar que as fontes naturais sdo responsaveis por aproximadamente
90% da emisséo total de HxS na atmosfera, destacando as atividades vulcénicas e
geotérmicas, dguas estagnadas, decomposi¢do da matéria organica e a vaporizagao
da agua do mar (MARTINS, 2002). A figura 1 apresenta o ciclo biogeoquimico do
enxofre. O H,S, geralmente esta presente nos depoésitos de fontes energéticas,
como em aterros sanitario, podendo chegar a 1% do volume dos gases provenientes
de aterros. A industria de cimento, fabricas de papel (Kraft), metalurgia, curtumes,
téxtil, queima de combustiveis fosseis e biomassa sdo consideradas importantes
fontes de emissé@o de gases contendo enxofre (MARTINS, 2002).

Em aguas naturais a principal fonte de sulfeto vem do langcamento de esgotos
sanitarios e de efluentes industriais que contenham sulfato, em condi¢cdes
anaerdbias, ocorre a reducao do sulfato a sulfeto com agao bioldgica das bactérias
redutoras de sulfeto (BRS). Alguns efluentes industriais ja possuem diretamente o
sulfeto, isto é, as caracteristicas dos efluentes industriais inerentes do processo
industrial. S&o os casos dos efluentes de curtumes, industrias de celulose e
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refinarias de petrdleo, ndo sendo necessario a reducao de sulfato pelas bactérias.
Segundo a WEF (1995), no esgoto doméstico as concentracdes sulfato pode variar
de 30 a 250 mg L. A formac&o de sulfeto de hidrogénio a partir de sulfato tem uma
relacdo estequiométrica de 1:3 em termo de massa. A equacdo 1 representa a
reducao de sulfato a sulfeto em meio anaerdbio pelas BRS (VON SPERLING, 2005).

~ 2 BRS 3 N
Equacdo1 SO4“+2C +2HO — 2HCO™ + HoS

Figura 1: Ciclo do enxofre representado esquematicamente (MARTINS,
2002)
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O sulfeto de hidrogénio (H»S) — também conhecido por acido sulfidrico — é um
gas incolor, com odor aproximado ao de ovo podre, com alta toxidade, mais denso
que o ar, tornando o mesmo mais nocivo (MAINIER 2005). Dentre os compostos
reduzidos de enxofre, 0 HoS é um dos mais importantes e esta relacionado com
poluicdo atmosférica, poluicdo de rios e aguas naturais, processos biogénicos e
também efeitos nocivos na salude humana. O H,S é emitido principalmente por duas
fontes: (a) natural, advindo de fontes biolégicas ou de reacdes de decomposicao
térmica de sulfetos metélicos ou de (b) fontes industriais, tais como as citadas
anteriormente. Os mecanismos de produgdo de H,S necessitam de fontes de
enxofre e uma fonte mediadora, podendo ser as bactérias redutoras de enxofre ou
as altas temperaturas que podem estar relacionadas a vulcées (MAINIER, 2005). Ao

se tratar das bactérias redutoras de sulfato, alguns parametros sdo fundamentais no
13



desenvolvimento do processo de geracao de H»S, por exemplo: pH, teor de matéria
organica, temperatura, salinidade e auséncia de oxigénio. Considerando a reacao de
producgéo de HyS, conclui-se que dependendo do meio que ocorre 0 processo, pode
variar de 10 a 10° mg L™ (MAINIER, 2005).

Devido ao equilibrio entre H2S, um 4cido fraco (Ka = 10%), e sua forma
totalmente desprotonada, a relacdo entre as concentracoes dessas espécies estdo
relacionadas e podem ser utilizadas como parametros de qualidade ou de poluigao.
Por exemplo, a partir de uma concentracéo do anion sulfeto de 0,05 mg L™, o odor
caracteristico do H»S pode ser sentido e ao atingir uma concentracao maior que 100
mg L, o odor pode ndo ser mais perceptivo devido a fadiga do sistema olfatério
causado pela destruicdo dos nervos responsaveis por essa fungdo. O tempo de
exposicdo e a concentracdo do sulfeto de hidrogénio podem causar diversas
consequéncias prejudiciais pela exposicao (ou seja, pode resultar na morte
instantaneo ao inalar quantidades maiores que 700 — 1000 mg L) (OSHA, 2020).
Dessa forma, € fundamental que a concentracédo de sulfeto e sulfeto de hidrogénio
seja monitorada para garantir a seguranca e o bem-estar de seres humanos que
estao diretamente em contato com esses compostos.

Os efeitos da exposicao de varios limites de concentracdo de H.S na saude
humana (tabela 1), em baixas concentragdes pode causar irritagdo nos olhos, nariz
ou garganta, causando dificuldade de respiragédo; para concentragdes acima de 500
mg L' pode-se levar & perda de consciéncia (TSDR - Agency for Toxic Substances
and Disease Registry - Hydrogen Sulfide). O sulfeto de hidrogénio tem baixa
absorcao através da pele, por isso a maior preocupacao é a exposicao pela inalacao
do gas (OSHA, 2015).
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Tabela 1. Efeitos da exposicdo em varios niveis do sulfeto de hidrogénio na
saude humana (GUIDOTTI, 1996).

Concentracdo HzS (mg L) Efeito
0,05-0,3 Limite de percepcao do odor caracteristico.
1-5 Odor desagradavel pode estar associado a

nauseas, lacrimejamento, dores de cabega ou
perda de sono com exposi¢ao prolongada.

20 -50 Irritacao ocular e pulmonar, com possivel dano aos
olhos apds varios dias de exposicao; pode causar
problemas digestivos e perda de apetite.

100 Paralisia olfativa, odor caracteristico nao €
perceptivo.
150 - 200 Irritacdo severa dos olhos e pulmdes
250 — 500 Pode ocorrer edema pulmonar, especialmente se a

exposicao for prolongada.
1000 A respiracdo pode parar dentro de uma ou duas

respiracdes; colapso imediato.

1.2 A presenca do anion sulfeto em aguas

Como mencionado, o acido sulfidrico € um &cido fraco que possui dois
hidrogénios ionizaveis cujo equilibrios sdo governados por suas respectivas
constantes acidas. O acido sulfidrico possui pKa 6,85 e 14,15, indicando qual
espécie € mais presente em determinados pH. A presenca do anion sulfeto é
bastante importante devido ao seu alto poder de formar precipitados pouco soluveis
com diversos metais. Por exemplo, nos ambientes sem a presenca de oxigénio, 0s
sulfetos governam as interagdes com as espécies metalicas ionizadas na maioria
dos casos, principalmente devido a baixa constante de solubilidade (KPS) entre
sulfeto e a maioria dos ions metalicos. Desse modo, mesmo em ambientes
impactados por despejo de efluentes industriais e domésticos, se a presenca de
sulfetos for elevada, ndo se verifica toxicidade relacionada com a presenca dos
metais, desta forma, os complexos metalicos de sulfeto se mostram essenciais tanto

para a estabilizacdo do anion sulfeto e para o controle da solubilidade de metais-
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traco. (SCHEFFER, 2007). No processo de reducdo dissimilativa de sulfeto, o
principal produto € o sulfeto de hidrogénio, composto tdxico para muitos micro-
organismos, mesmo as BRS pertencentes ao género Dessulfotomaculum sao
sensiveis a alta concentracao de H,S produzido a partir do sulfato (KLEMPS, 1985).
A presenga do H»S produzidas pelas BRS pode funcionar como estratégia em
eliminar grupos micro bacterianos, assim as BRS prevalecem no ambiente aquético
(DWORKIN et al., 2006)

O gas H.S é parcialmente soluvel em agua formando as espécies quimicas
HS (sulfeto acido) e S* (sulfeto) conforme mostram as equacdes 2 e 3.
Praticamente, somente os ions HS™ estdo presentes em solucéo, devido ao baixo

valor da segunda constante de dissociacdo do H.S (MARTINS, 2010).

Equacdo 2. H,S —» H*+HS k;=9,1x10%
Equacdo 3. HS > H* +S* kp=1,2x10"

A producédo de sulfeto em solucdo € associada coletivamente as formas s,
HS e H.S (em gas e em solugdo) (figura 2) e em alguns casos, associados a
sulfetos metélicos insolUveis de acordo com o equilibrio quimico do sistema
(RINTALA 1994). Segundo Zimer (2009), o pH tem influéncia direta nas espécies de
sulfeto em solugdo. Em pH com valores menores que 4, a forma majoritaria é H,S,
ndo havendo dissociacdo do sulfeto. Entre pH 7 e 9 ha uma mistura do sulfeto de
hidrogénio com seu primeiro produto de dissociacao, o ion HS", ao atingir pH entre 9
e 10, segunda dissociacao do sulfeto de hidrogénio (figura 2). Acima deste valor, em
pH mais alcalino, € encontrado somente o ultimo produto de dissociacdo do sulfeto
de hidrogénio (S?).

Em pH proximo a 7,0 as concentragdes do ion HS™ e 0 HxS(aq) Se iguala, mas
essa igualdade é valida em uma faixa de concentracdo de sulfeto total de 3,2 a 32
mg L. Em pH menores que 6,0 mais de 90% do sulfeto esta presente na forma de
HoSaq, mostrado que a quantidade de sulfeto de hidrogénio e inversamente
proporcional ao pH. Ao passo que em pH maiores que 8 mais de 90% do sulfeto
presente esta na forma de HS™ que néo e volatil (GLORIA, 2009).
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Figura 2. Curva de equilibrio das espécies de sulfeto em gas e em solucao
(RINTALA 1994).
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Devido a alta toxicidade e odor desagradavel de solugdes contendo sulfeto
em niveis trago, sua presenga em aguas ambientais tem sido monitorada em funcgéo
da classificacao dos tipos aguas e efluentes. Segundo a resolugago CONOMA 357,
as aguas doces sao classificadas em: classe especial - classes 1 a 4. Dentro dessa
classificagdo, as classes 1 e 3 limitam a presenca de sulfeto em 0,002 e 0,3 mg L™,
respectivamente. Em relagdo a lancamentos de efluentes de qualquer fonte
poluidora, somente poderdo ser langcados — direta ou indiretamente — os que
obedecam as condicdes, padroes e exigéncias dispostos nesta Resolucdo e em
outras normas aplicaveis. A concentracao de sulfeto em efluentes é limitada em 1,0
mg L (CONAMA, 2005). A tabela 2 apresenta uma descri¢do das classificacées dos
corpos de agua doce regulamentada pela resolucao CONAMA 357.
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Tabela 2: classificacao das dguas doce (CONAMA, 2005).

Classe

Tipo de Uso

Classe especial:

aguas
destinadas:

Classe 1: 4guas
que podem ser
destinadas:

Classe 2: 4guas
que podem ser
destinadas:

Classe 3: 4guas
que podem ser
destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, com desinfec¢ao;
b) a preservacao do equilibrio natural das comunidades
aquaticas; e,

C) a preservacao dos ambientes aquaticos em unidades de
conservacgao de protecao integral.

a) ao abastecimento para consumo humano, apés tratamento
simplificado;

b) a protecao das comunidades aquaticas;

C) a recreacgao de contato primario, tais como natacéo, esqui
aquatico e mergulho, conforme Resolugdo CONAMA n° 274, de
2000;

d) airrigacao de hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas
gue se desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas
sem remocgao de pelicula; e
e) a protecao das comunidades aquaticas em Terras Indigenas.
a) ao abastecimento para consumo humano, apés tratamento
convencional;

b) a protecado das comunidades aquaticas;

C) a recreacgao de contato primario, tais como natacao, esqui
aquatico e mergulho, conforme Resolucdo CONAMA n° 274, de
2000;

d) airrigacédo de hortalicas, plantas frutiferas e de parques,
jardins, campos de esporte e lazer, com 0s quais o0 publico possa
vir a ter contato direto; e
e) a aquicultura e a atividade de pesca.

a) ao abastecimento para consumo humano, apés tratamento
convencional ou avancado;

b) a irrigacao de culturas arbéreas, cerealiferas e forrageiras;
C) a pesca amadora;

d) a recreacao de contato secundario; e

e) a dessedentacao de animais.
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Classe 4: 4guas a) a navegacao; e
que podem ser b) a harmonia paisagistica.

destinadas:

Devido ao controle da concentracao de sulfeto em diferentes tipos de
aguas e efluentes, é fundamental que meétodos analiticos confiaveis sejam
desenvolvidos para que o monitoramento da qualidade da agua seja efetuado para
que a legislagéo seja devidamente cumprida.

1.3 Métodos analiticos

Diversos métodos analiticos tém sido desenvolvidos para determinacdo de
compostos reduzidos de enxofre, principalmente o anion sulfeto em solugédo e HoS
em fase gasosa, utilizando técnicas instrumentais individualmente ou acopladas com
técnicas de separacao. A exigéncia por métodos com alta exatidao, confiaveis e
sensiveis para o monitoramento de componentes tragos inclui a preocupagdo com
aspectos relacionados a qualidade ambiental, para identificacdo e solucdo de
problemas (CRUZ, 2008. LAWRENCE, 2000. WANG et al, 2013).

Na determinacao de sulfeto em solucao, algumas técnicas sdo consideradas
padrao que serve de comparacdo: (a) iodometria é considerada uma técnica classica
e se baseia na adicdo de uma quantidade conhecida e em excesso de uma solucao
padrao de iodo na amostra. O sulfeto reduz o iodo em meio acido e 0 excesso do
iodo que ndo reagiu é titulado utilizando uma solugéao padronizada de tiossulfato de
sodio e amido como indicador. Apesar de ser um metodo simples, existem algumas
limitac6es em termos de sensibilidade e seletividade quando aplicado em amostras
reais. A principal deficiéncia dessa técnica é a interferéncia de outas espécies
oxidativas que reagirdo com o iodo adicionado, além da pequena possibilidade de
portabilidade e analises in situ. (b) instrumentais: O método mais comum na
determinacao de sulfeto aquoso € o que utiliza a técnica de espectrofotometria de
absorcao molecular na regidao do UV/Vis. Este método é baseado na formacao do
corante azul de metileno e é o recomendado pela Agéncia Internacional de Métodos
Analiticos (AOAC), devido a sua simplicidade, seletividade e sensibilidade. A
formagdo do corante baseia-se no acoplamento oxidativo de duas moléculas do

reagente N,N-dimetilfenileno-1,4-diamina com sulfeto, na presenca de ion férrico,
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produzindo o corante azul de metileno (C1H1sCIN3S), cuja absorcdo maxima ocorre
a 670 nm (REES, 1971; SILVA et al.,, 2011). Outro método espectrofotométrico
utilizado € baseado na formacao de um produto vermelho-violeta (nitroprussiato),
obtido da reagdo (2[Fe(CN)s(NO)]* + S* — 2[Fe(CN)(NOS)]*) do sulfeto com
nitrosilpentacianoferrato (ll). Essa reacao eleva a sensibilidade de deteccéo (LEE,
1999; KUBAN, 1992). Neste método é importantissimo a necessidade de um
controle rigido do pH do meio variando de 10 a 12,5, visto que a velocidade da
reagdo de formagédo do complexo colorido e a sensibilidade do método diminuem
bastante em valores de pH menores que 10; em valores de pH maiores que 12,5 0
reagente se decompde, diminuindo a quantidade do produto obtido (KUBAN, 1992).
Apesar desses métodos serem bastante utilizados e recomendados, possuem
desvantagens tais como tempo de reacdo maior que 30 minutos, uso de grandes
quantidades de amostra/reagente para obtencdo de sensibilidade adequada e
geracao de residuos téxicos.

A deteccao eletroquimica é uma outra técnica instrumental usada na
determinacao de sulfeto, sendo a potenciometria a mais explorada. Esses sistemas
tendem a envolver sulfeto de prata como o principal elemento de deteccdo. As
interferéncias com os componentes do eletrodo de referéncia causados pelo sulfeto
tém limitado o uso de eletrodos seletivos a sulfeto (APHA, 2017; LAWRENCE,
2000). Técnicas de separagcao também sao utilizadas, tais como a cromatografia em
fase gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Estas técnicas
foram aplicadas na deteccao de sulfeto em varias matrizes, incluindo farmacéuticas,
efluentes, solo, agua de processamento de papel, fluidos corporais e sangue
humano (CRUZ, 2008; LAWRENCE, 2000).

1.4 Sensores
Os sensores sao ferramentas promissoras para suplementar as técnicas

existentes e sdo projetados para operar em condigdes bem definidas para analitos
especificos e em determinados tipos de amostra, portanto, sdo vantajosos por suas
caracteristicas singulares, tais como: seletividade; baixo custo; potencial para
miniaturizagdo, facilidade de automacgéo e construcdo de equipamentos simples e
portateis para um monitoramento rapido feito in loco, sob condicdes operacionais
cuidadosamente controladas (HULANICKI 1991).
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A quantificagdo de analitos quimicos no local é uma questdo de crescente
interesse em virtude da necessidade da determinacdo da concentracdo ou da
variagdo da concentracao dos analitos em tempo real. Além disso, a preocupagao
crescente com a qualidade ambiental mundial e a consciéncia dos custos, ha uma
economia consideravel de pessoal em comparacao com métodos off-line manuais e
isso contribui para a conveniéncia dos sensores. Portanto, um tremendo esfor¢o tem
sido dedicado ao desenvolvimento de varios dispositivos sensores que, parcialmente
em combinagdo com sistemas robdticos de laboratério, permitira que as analises
sejam realizadas de forma totalmente automatica ou on-line.

Segundo Hulanicki (1991) os sensores quimicos podem ser classificados de

acordo com o principio de operacao do transdutor.

Dispositivos épticos transformam mudancas de fend6menos 6pticos, que sdo o
resultado de uma interagdo do analito com a parte do receptor. Este grupo pode
ser subdividido ainda mais de acordo com o tipo de propriedades Opticas que
foram aplicadas em sensores quimicos:

a) absorvancia, medida em meio transparente, causada pela capacidade de
absorcao do préprio analito ou por uma reacdo com algum indicador adequado.

b) a reflectancia é medida em meios ndo transparentes, geralmente usando um
indicador imobilizado.

¢) luminescéncia, com base na medigao da intensidade da luz emitida no sistema

receptor.

Os sensores épticos podem ser classificados em direto e indireto em relagéao
a deteccdo de analitos alvo: os diretos - que utilizam uma propriedade O6ptica
intrinseca do analito (absorvancia ou fluorescéncia) e os indiretos - baseiam em
reacdes quimicas do analito com compostos que possuem propriedades Opticas
(PETRUCCI, 2014). O transdutor pode reagir ao parametro a ser medido
diretamente, as propriedades épticas do analito (como sua cor ou fluorescéncia) sdo
medidas. As medicdes indiretas da pela alteracdo das propriedades via um produto
de reacao ou uma reacao intermediaria de Indicadores adequados de luminescéncia
e absorcao suprimindo o sinal analitico. Nessas condi¢des as substancias a serem
analisadas podem ser concentradas por difusdao e solubilidade seletiva, o que
aumentara ainda mais a precisdo na quantificacdo (YANG et al 2018; WANG, 2012).
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1.3.1 Sensores oOpticos diretos

Os métodos analiticos por absorcao utilizando sensores épticos diretos sédo
baseados nas propriedades intrinsecas dos analitos e o sinal analitico € o resultado
da interagdo da radiagcédo eletromagnética com as moléculas provocando alteragao
nos niveis eletrénicos, rotacionais, vibracionais das ligacbes entre atomos que
compbe determinada molécula. Este tipo de sensor possibilita 0 sensoriamento
remoto desde que a propriedade dptica intrinseca do analito na amostra possa ser
distinguida, fornecendo informagéo analitica diretamente, por meio de absorcédo ou
emissao de radiacao (WANG, 2012).

Uma grande desvantagem dos sensores Opticos diretos na analise de sulfeto
esta relacionando com o perfil de absorgao, por exemplo, por possuir baixa absor¢ao
na regido do infravermelho médio, infravermelho préximo e ultravioleta, dificultando a
utilizacdo do método de absorcao por sensor éptico direto para quantificar sulfeto em
nivel tragos visto que no infravermelho a baixa sensibilidade e fator limitante,
enquanto no ultravioleta o numero de compostos interferentes sdo abundantes
(PETRUCI, 2014). A aplicacdo de sensores oOpticos direto no infravermelho, a
absorcao é pequena comparado com a absorcdo para comprimentos de onda
maiores. Sendo assim, a utilizacdo dessas técnicas de absorcao no infravermelho na
deteccdo direta de compostos gasosos é pouco viavel na perspectiva de
sensibilidade e seletividade adequadas para aplicagcdo em amostras complexas
(CHEN et al., 2008).

1.3.2 Sensores oOpticos indiretos

Nos sensores Opticos indiretos, ocorre a reacdao entre o analito e um
determinado reagente, também chamado de cromaéforo ou fluoréforo, resultando em
um produto com propriedades épticas diferente do estado inicial. Dessa forma, o
sinal analitico medido dessa interagcao pode ser utilizado na quantificagdo de analitos
que ndo possuem nenhuma propriedade Optica mensuravel. A espectrometria de
fluorescéncia € uma técnica analitica poderosa devido a sua alta sensibilidade e, se
utilizado um reagente especifico, conferira ao método também uma alta seletividade.
Dentre os métodos baseados na técnica de fluorescéncia, destaca-se aqueles que
produzem espécies fluorescentes (aumentando assim a intensidade de

fluorescéncia) ou onde a interacao resulta na diminuicdo dessa fluorescéncia. Os
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processos que diminuem a intensidade de fluorescéncia sao divididos em dois tipos:
estaticos e a dindmicos (colisional) e ambos requerem contato molecular entre o
fluoréforo e o supressor. No estatico, o supressor e o fluoréforo, no estado
fundamental, formam um complexo nao fluorescente. J4 na supressado dinamica
ocorrem colisdes entre a espécie excitada e o supressor (LAKOWICZ, 2006).

Nos sensores indiretos fluorimétricos, analitos promovem quenching ou
supressao da fluorescéncia, definido como qualquer processo que ha uma redugao
na intensidade da fluorescéncia emitida por uma determinada substancia quimica.
Esse processo pode ser definindo como uma transferéncia de energia da molécula
excitada, por processos nao radiativos, para outras espécies quimicas, denominados
como agentes desativadores, fazendo com que uma parte de moléculas
fluorescentes, proporcional a populacdo desses agentes desativadores, retornando
ao estado fundamental ndo emitindo fluorescéncia. No processo de supressao ha
colisio das moléculas fluorescente com os agentes desativadores.
Consequentemente, a desativagdo é uma fungcdo da concentracdo dos agentes
desativadores e a capacidade de difusdo no meio (LAKOWICZ, 2006; VALEUR,
2012).

A aplicagdo de sensores fluorescentes indiretos para deteccdo de H,S foi
proposta por Yu (2014) onde foi observada a diminuigdo da intensidade de
fluorescéncia ap6s a adicdo de S* em solugdo de rodamina na presenca de Cu®*.

Em trabalho realizado por Prado (2017), foi desenvolvido um sensor para
deteccdo de H».S, utilizando como indicador nanoparticulas de ouro. A interacao
quimica entre enxofre e ouro tende a ser direta associada a grande forca de ligacao
entre esses dois elementos quimicos. O fato que provocou a deposicao de uma
pequena quantidade de nanoestruturas na ponta da fibra e em contato com sulfeto
de hidrogénio, entretanto, com essa quantidade foi possivel verificar o efeito da
reducdo da fluorescéncia, devido a redugdo na disponibilidade de elétrons livres
relacionados ao processo de ressonancia de Plasmon nas nanoparticulas de ouro.

A utilizagdo de sensor com arranjo de gotas de solucdo de fluoresceina de
mercurio (AFM) para a coleta e analise de gases de sulfetos tracos do ar se mostrou
satisfatéria na aplicacdo analitica. Apds a passagem da amostra gasosa contendo
sulfeto de hidrogénio sobre a gota, ocorre a diminuicao da fluorescéncia, resultado
da reacdo entre a fluoresceina de mercurio Il e o sulfeto de hidrogénio. Nesse
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arranjo detecta concentragdes sulfeto de hidrogénio entre 20 e 150 ug.m™ no ar com
amostragens de 2 minutos. Com a utilizacdo da gota suspensa, o intervalo entre
amostragem e andlise é relativamente curto, e ndo ocorre oxidagdo do sulfeto em
grandeza significativa para interferir nos resultados (CARDOSO, 1998).

A deteccao de sulfeto de hidrogenio em sensores Opticos indiretos utilizando
solucao de acetato de tetraoctilaménio fluoresceina mercurio (Il) (TOAFMA), nessa
pesquisa foi mostrado que a intensidade de fluorescéncia diminuiu irreversivelmente
ao adicionar H,S, isso pode ser explicado pela liberacado de ions hidrosulfeto (HS)
produzidos pelo H,S, por ser reacgdo favorecida com os fons Hg** presente na
molecula de TOAFMA, deslocando os ions acetato (CH3;COQO"), acontecendo a
supressdao da emisdao de fluorescéncia. A irreversivibilidade da reagdo da
florescéncia acontece porque os fons HS™ ligam fortemente com os fons Hg?* (CHOI,
2003).

Complexos com propriedades luminescentes utilizando paladio e prata
também foram aplicados na determinacgao de sulfeto e H,S gasoso. Nesses casos, a
interacdo entre o enxofre com o atomo metalico provocou a liberagcdo do ligante
luminescente para o meio aumentando assim a intensidade da fluorescéncia medida
(PETRUCI, 2013; PETRUCI, 2015; SEGURA et al., 2016). Baseado em reacdes
fluorimétricas, em trabalho realizado por Petruci (2016), foi desenvolvido um sensor
portatil utilizando um espectrdmetro USB na deteccao de fluorescéncia on-line para
quantificagao in situ de sulfeto de hidrogénio gasoso. Usando um LED de cor azul
com um comprimento de 470 nm como fonte de excitacao. O sulfeto de hidrogénio é
determinado baseado na extincdo de fluorescéncia do Acetato de fluoresceina de
mercurio (AFM) da reacdo com o gas sulfeto. Uma grande vantagem deste tipo de
detector € um curto tempo de resposta (60 s), que permite seu uso em aplicativos de
andlise rapida e permite uma sensibilidade na ordem 3 ppb de H5S.

1.5 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

Na area de quimica analitica a espectroscopia de luminescéncia tornou uma
ferramenta extremamente sensivel e amplamente aplicada nas andlises quimica que
requerem baixos limites de quantificacdo, detectando nivel de tracos e com
seletividade dos analitos (FENG et al., 2005).
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A fluorescéncia molecular baseia-se em uma substancia como a capacidade
de emitir luz quando esta é exposta a radiacdo eletromagnética (na regiao do UV-
Vis), as moléculas absorvem energia em forma de fotons passando do estado
fundamental ao estado mais energético, quando estas retornam ao seu estado
fundamental emite energia na forma de fluorescéncia. A energia absorvida neste
processo é maior que o valor da energia liberada, isso acontece devido as perdas no
processo de decaimento dos elétrons ao estado fundamental, depois de receber a
radiacao eletromagnética na amostra (VALEUR, 2012).

O espectro de emissao de fluorescéncia é definido com um comprimento de
onda especifico para excitar a molécula em que deseja analisar dos componentes
da amostra. A radiagdo incidente é estabelecida como aquela na qual a amostra
absorve com maior intensidade, registrando os comprimentos de onda e as
intensidades das emissdes provenientes da relaxacdo das moléculas excitadas dos
analitos de interesse na amostra (SCHEFFER, 2006).

A espectroscopia de fluorescéncia molecular aléem de ser uma técnica com
alta sensibilidade e eficiéncia para analise nos mais diversos tipos de amostras,
pode ser solido, solucdo ou em gas, portanto, algumas variaveis afetam as analises
de fluorescéncia devem ser consideradas, tais como: o tipo de transicao eletrbénica, a
estrutura da molécula a ser analisada, a temperatura, o solvente, o pH sao algumas
das varias variaveis que interfere (MOURA, 2013). Vale ressaltar que analise por
fluorescéncia dificilmente pode ser resultado da absorcdo de fétons na regido do
ultravioleta com comprimentos de onda menores que 250 nm, nesse comprimento
de onda a radiacao é muito energética, podendo causar desativacdo dos estados
excitados pela pré-dissociacdo ou dissociacdo das moléculas fluorescente. Um
comprimento de onda em 200 nm corresponde cerca de 585,76 kJ/mol. Grande
parte das moléculas organicas tem pelo menos algumas ligacbes que podem ser
rompidas perdendo assim a fluorescéncia (HOLLER, 2009).

Os métodos fluorimétricos com equipamento comercial possuem sensibilidade
de uma a trés ordens de grandeza maiores comparada a outros métodos de
espectroscopia. Uma caracteristica importante na fluorescéncia € o rendimento
quantico, sendo razdo entre a quantidade de fétons emitidos sobre a quantidade
fétons absorvidos (GAROUX et al.,2017). Uma das desvantagens deste método é a

baixa seletividade quando mercaptanas estdo presentes diminui a fluorescéncia
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(LAWRENCE, 2000). Esses problemas de supressao da fluorescéncia em analise de
H.S, causados por outros compostos de enxofre principalmente os gases, nao sao
significativos nas faixas de concentragcdo em que esses sdo encontrados na
atmosfera (JAESCHKE, 1995).

1.6 Uso de LEDs em quimica analitica (medidas de absorbancia e
fluorescéncia)

Uma possibilidade bastante interessante no desenvolvimento de sensores
opticos portateis é a utilizagdo de LEDs (light-emitting diodes) como fontes de
radiagdo. O primeiro diodo emissor de luz (LED) baseado nos elementos GaAsP foi
desenvolvido em 1962 por Holonyak e Bevacqua e emitiam radiacdo vermelha.
Assim é marcado o inicio dos LEDs viaveis da juncéo p-n emitidos na faixa visivel do
comprimento de onda. A intensidade da luz variava linearmente com a corrente
(SCHUBERT, 2003). Posteriormente, em trabalho realizado por Flaschka (1973) foi
proposto o primeiro fotdbmetro de absor¢cdo molecular empregando LED (figura 3)
com espectro na regido do visivel. O LED foi acoplado diretamente na cela do
fotbmetro e na extremidade oposta foi colocado um fototransistor contornando
problemas de perdas de radiacdo. Desde entédo, os LEDs ocupam local de destaque
nos sensores opticos portateis.
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Figura 3. Esquema do primeiro fotdbmetro de absorcdo com uso de LED
(FLASCHKA 1973)
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Segundo Guadagnini (2019), a utilizacdo do sensor BH1750 como detector de
luminosidade na construgdo de um fotdmetro de LED para a determinacédo de
concentragdes desconhecidas de CuSO; a partir de medidas de absorbancia teve
limite de deteccgao de 0,002 mol L™,

Os fotbmetros com uso de LED tém o mesmo principio de interacdo da
radiacdo eletromagnética com a matéria (por exemplo: absor¢cdo de luz). O
comprimento de onda de emissdo do LED é selecionado em fungé&o da faixa de
absorcdo do composto de interesse. Quando necessitar de outro comprimento de
onda para monitorar outro analito, troca-se o LED. Os fotbmetros sao projetados
para facilitar a troca do LED, tendo como vantagens: baixo custo, consumo baixo de
energia, 6tima estabilidade do feixe de emissao e longa vida util (100.000 horas, em
média) (SILVA, 2015).

A maior parte dos espectros de emissdao em LEDs na regido visivel tem
larguras de bandas menores do que 20 nm, alta estabilidade de emissado e longa
vida util, possibilita que essa fonte de radiacdo seja adequada na construcdo de
fotbmetros usados em andlises de absorcdo molecular na regidao UV-Vis (ARAUJO
et al. , 1997; BUI, 2017). Os LEDs de alta intensidade emitem feixe de radiagcéao

cinco vezes maior comparadas ao feixe de radiacao emitida por fontes convencional
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com monocromador, permitindo o uso de cela de deteccdo com caminho éptico mais
longo aumentando a deteccao do analito de interesse (DASGUPTA et al., 1993).

Segundo Araujo et al. (1997) a simplicidade do sistema éptico e a cela de
deteccao nos fotbmetros, e as andlises sao realizadas com um menor consumo de
reagentes e amostras comparados as analises fotométricas com instrumentos e
procedimentos classicos. Necessitando apenas 0,1 ml, enquanto as técnicas
classicas necessitam cerca de 2,5 a 5,0 ml, permite baratear significativamente o
custo das analises. Os fotocolorimetros tem grande aplicabilidade nas analises
clinicas, uma vez que a maioria pode ser realizada usando LED de emissao verde
ou a emissdo vermelha do LED bicolor. O fotbmetro de fluxo pode ser também
utilizado em sistemas de anélise em fluxo (FIA e CFA). Nas anélises realizadas com
o fotémetro de fluxo, os valores encontrados estavam dentro de uma faixa aceitavel
dos encontrados nos fotocolorimetricos classicos, o desvio padrao relativo 1,2%
contra 2,1% para as analises com fotémetro classico.

E possivel aplicar o fotdmetro de LED para analises quantitativas de uma
grande variedade de analitos trocando somente o LED para um comprimento de
onda que a molécula absorve radiacdo. Deve-se enfatizar algumas limitagdes
referindo a velocidade de leitura relativamente baixa, limitando analise de cinética de
reacdes quimicas. Outra limitacdo é a baixa sensibilidade do sensor em radiacao
ultravioleta e infravermelho, restringindo sua aplicacdo na regido do visivel
(GUADAGNINI, 2019).

Segundo (OLIVEIRA 2017), em estudo com sensor 6ptico utilizando a fonte
de radiacao LED para verificar a cinética quimica da reagao que ocorre no sensor de
H.S, é importante na determinacao de parametros como a velocidade e o tempo de
reacao quimica, o resultado na simulagdo com dois tipos de metais; o ouro e cobre,
possibilita observar que, com o0 aumento da concentracéo do gas H»S, a deteccao do
pico no sinal analitico torna-se mais rpida.

Um fotémetro baseado em LEDs visivel com trés comprimentos de onda 563,
580 e 638 nm foi empregado para determinar simultaneamente zinco e aluminio. A
construgdo do equipamento tem o intuito de realizar a analise, por injegado em fluxo,
das misturas dos respectivos metais, usando medidas de absorbancias dos
complexos metalicos com diferentes reagentes cromogénicos (TROJANOWICZ,
1991).
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Fluorimetros utilizando LEDs como fonte de excitacdo também foram
desenvolvidos utilizando uma serie de LEDs com os comprimentos de ondas em
370, 430, 470, 505, 530, 590 e 636 nm para excitagdo das espécies fluorescentes, e
uma camera CCD como dispositivo de deteccdo (Hart, 2002). Hossain e
colaboradores (2015) desenvolveram o primeiro fluorimetro para medir pH in situ
usando plataforma com smartphone com suporte para amostra impressa em 3D. O
instrumento em particular foi baseado em um quimiossensor sensivel ao pH que usa
um corante fluorescente intenso pra sobrepor a emissao espectral azul de OLEDs
(ou AMOLEDSs) tipicos de smartphones embora uma maior irradiancia tenha sido
obtida usando um filtro e o LED branco usado para iluminagdo da imagem. Nas
amostras de agua do mar utilizando o fluorimetro portatill para medir o pH, mostrou
resultado satisfatério comparado ao sistema de eletrodo com pequena variagao.

Silva Neto e colaboradores (2016) desenvolveram sensores com uso de
smartphone e LED em analise de agua mineral utilizando dois agentes quelantes em
contato com metal formando um complexo colorido. As medidas sdo realizadas por
colorimetria diretamente sobre a amostra complexada com o sistema RGB a partir
de um aplicativo de smartphone. Considerando estes aspectos um método rapido,
simples e de baixo custo para a classificacdo de aguas mineral comercial baseada
na reacao dos ions metalicos constituintes com reagentes colorimétricos. Utilizando
0s reagentes colorimétricos murexida e negro de eriocromo T nas analises
exploratérias de aguas minerais podem ser realizadas com sucesso a partir de
medidas fotométricas.

Toda (2011) desenvolveu um sistema miniaturizado de andlise de sulfeto
utiizando geracado de vapor (VG-uGAS), detector de fluorescéncia em miniatura
composto por diodo emissor de luz azul e fotodiodo. O reagente AFM contida na
solucao reagiu com o sulfeto resultando na diminuicao da fluorescéncia. A mudanca
na fluorescéncia foi monitorada continuamente com fotodiodo na deteccdo da
fluorescéncia. A faixa mensuravel foi de até 100 nmol L™ de sulfeto aquoso com 5
umol L' de AFM. Esse intervalo é limitado pelo consumo de AFM, e uma maior
concentracdo de AFM pode ser selecionado para determinacdo de concentracdes
mais altas de sulfeto.

Para Roda et al (2016) o desenvolvimento de sensores Opticos sensiveis e
detector o smartphones, torna desafiador pela complexidade da instrumentacao,
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incluindo um modulo éptico que inclui uma fonte de luz, filtro optico e lente. Apesar
das limitacdes, a fluorescéncia é utilizada como principio de deteccao em sensores
baseados em detectores por smartphones, com alta sensibilidade. Esses sensores
opticos sdo baseados em uma fonte de luz LED, um conjunto de filtros de
fluorescéncia e uma lente acoplada a camera integrada do smartphone, obtendo
imgem com alta resolucdo da fluorescéncia, analisada com aplicativo no
processamento rapido da imagem permitindo detecgdo do analito em minutos.
Coskun et al. (2013) desenvolveu dispositivo portatil baseado em smartphone para
deteccado de albumina. Para medir a concentracao de albumina em amostras de
urina por fluorescencia e imagem de smartphones. O sinal fluorescente do tubo de

ensaio é comparado pelo sinal do tubo de controle.

1.7 Uso de imagens digitais em quimica analitica.

1.7.1 Imagem digital

Uma imagem é definida como a reprodugdo de um objeto real. Para fins
cientificos, as imagens expressam as propriedades dos objetos observados, tais
como tamanho, brilho, cores e outros. As imagens para fins cientificos podem ser
usadas nas técnicas de varredura, projecao, tomograficas ou a combinacao entre
elas (GELADI, 1996). As imagens digitais sado divididas em dois grupos: vetorial e
bitmap. As vetoriais sdo produzidas por figuras geométricas, graficos, desenhos e
sao utilizadas em softwares de desenhos técnicos e podem possuir a extensao .svg,
.pdf ou .al, dependendo do software utilizado. A dependéncia de dispositivos para a
interpretacdo e visualizacao e, portanto, teve seu uso dificultado, perdendo espaco
para o tipo bitmap. As imagens bitmap (mapa de bits) sdo as que sao formadas a
partir do menor elemento de composicdo, também conhecido como pixel. As
imagens do tipo bitmap é o resultado de um conjunto de pixel (JAIN, 1989).

Os dispositivos capazes de adquirir imagens digitais, tais como cameras,
webcams e scanners, podem possuir dois tipos de detectores de luz, CCD
(Dispositivos de carga-acoplada) e CMOS (Semicondutor de 6éxido metélico
complementar). Esses detectores funcionam basicamente transformando luz em
corrente elétrica. Os CCD sao dispositivos que realizam a movimentagao de cargas
elétricas que sdo convertidas em sinal digitais e sdo largamente utilizados para
construcdo de cameras de video e maquinas fotograficas. Em um dispositivo para
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captura de imagens, projetada através de uma lente em uma matriz (bidimensional
no caso de cameras) de capacitores (regiao fotoativa feita de uma camada de SiO»),
acumulando uma carga proporcional da intensidade da luz em cada pixel (cada um
contendo um fotodetector e um amplificador). Nos sensores CMOS o sinal pode ser
interpretado de varias formas na intensidade e os parametros de cores. Os CCD
além de ser mais baratos e mais rapidos, consomem menos energia e sao de facil
construgcdo nas cameras de celulares, webcam e cameras digitais de bolso
(BERNAR, 2017). Em quimica analitica, o uso das imagens digitais mostrou-se
promissora a partir do primeiro trabalho realizado por Monemi et al. (1999) que
utilizou uma camera CCD como sistema de deteccédo para determinar um tipo de
proteina por meio de reagbes quimiluminescentes a partir dos capilares de vidro
detectado por uma varredura lenta com a camera CCD com um tempo de exposi¢ao
definido.

1.7.2 Sistema RGB

Os dispositivos usados na captura de imagens digitais e posterior codificagéo
e representagao de cores sdo baseados nas caracteristicas da visao humana, isto €,
através de modelos aditivos de cores primarias (vermelho, verde e azul). Se o
cérebro faz o papel de decodificar os sinais enviados pelas células sensiveis a luz,
as imagens digitais sdo processadas por computadores e as cores podem ser
descritas como modelo ou espaco de cores. A maneira mais comum para extrair as
informacdes é a decompondo em sistema de cores primarias: red (vermelha), green
(verde), e blue (azul) (RGB) (ALMEIDA, 2012). A nogao de cor é uma descrigao da
sensibilidade espectral do olho para intensidades iguais de luz visivel. Essa
percepgdo visual relativa a diferentes componentes espectrais da luz e capaz de
detectar apenas uma fracao (figura 4) que é conhecida como luz visivel no espectro.
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Figura 4. Espectro eletromagnético (HALLIDAY, 2009).
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Existem diferentes modelos de cores representadas digitalmente e dentre eles
estdo o RGB (Red, Green, Blue) e CMYK (Cyano, Magenta, Yellow, Black). O
modelo de cores aditivas RGB tem grande interesse e aplicacdo na quimica analitica
moderna. Basicamente, este modelo divide as informacgdes de luz em trés canais de
cores primarias (vermelho, verde e azul). Cada cor é representada digitalmente por
um canal de 8 bits (2° = 256 = 0 — 255) de informagao. O canal 0 significa auséncia
total de uma cor, enquanto o canal 255 representa a intensidade maxima da mesma
cor gerando mais de 16 milhdes de cores através da combinacao dos trés canais. O
branco é a intensidade maxima das trés cores primarias aditivas (255, 255, 255). A
facil correlacdo com a visdo humana fez com quase todos os dispositivos de
interpretacdo de imagens utilize uma variacdo deste modelo de cores (BERNER,
2017). Nos modelos subtrativos CMY (ciano, magenta e amarelo), as cores sao
geradas pela subtragdo dos comprimentos da onda dominante da luz branca,
portanto, a cor resultante corresponde a luz que é refletida. As matrizes
intermediarias das cores sdo obtidas através da combinacdo das intensidades
maximas de duas cores. A cor preta € a combinagdo das trés cores C+M+Y
subtrativas e o branco é a intensidade maxima das trés cores primarias R+G+B
aditivas (figura 5) (CARDOSO, 2014).
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Figura 5. Representacdo dos modelos de cor RGB e CMYK (MADEIRA,
2012).

RGB CMYK

O modelo RGB em um sistema de coordenadas cartesianas também pode ser
chamada de cubo RGB sendo visualizado em um cubo 3D. Aa origem do cubo
localiza-se a cor preta e ao oposto a coloragcao branca. Entre essas duas cores esta
a escala de cinza. Por conversdo normaliza-se de 0 e 1 para indicar a cor. As cores
séo definidas por vetores (figura 6) que parte da origem neste modelo (MADEIRA,
2012)

Figura 6. Cubo de cores RGB, CMY e representacdo da escala de cinza
(MADEIRA, 2012).
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A combinacgéo da analise de imagens digitais utilizando o modelo RGB com o
fendbmeno de quimiluminescéncia foi utilizado na determinagao de Cr (VI) em aguas
superficiais, baseado na redugéo quantitativa de Cr (VI) para Cr (lll) que atua como
catalisador da reacao de oxidacao do luminol por peréxido de hidrogénio. A radiacéo
quimiluminescente resultante € detectada utilizando uma webcam como fotodetector
e as imagens digitais sdo convertidas para valores de R, G e B. O componente azul
(B) predomina na radiagcao quimiluminescente resultante da redugéo do Cr (VI), e 0
método desenvolvido apresentou valores de LOD e LOQ de 2,20 e 7,36 ug L™
respectivamente (ALMEIDA, 2012).

LYRA et al. (2009) desenvolveu um método que combina espectrometria de
emissao em chama e imagens digitais para determinacao de litio em comprimidos
antidepressivos, sédio em soro fisioldgico e calcio em aguas. O método se baseia na
decomposicdo de imagem em suas componentes individuais R, G e B e seus
valores foram usados para definir um vetor posigdo no espaco tri-dimensional RGB.
A resposta analitica revelou linearidade em funcao da concentracao do analito.

Em trabalho realizado por Souza e colaboradores (2014), ferro (IlI) foi
determinado utilizando um scanner como sistema de detecgéo e os resultados foram
comparados com uma técnica de referéncia (espectrofotometria de absorgédo na
regiao do visivel). As imagens capturadas pelo scanner foram decompostas em
cores pelos modelos RGB e CMYK. O LD calculado para o procedimento executado
por meio da andlise espectrofotométrica foi igual a 0,09 mg L. Por outro lado, os
LDs encontrados para a andlise das imagens digitais capturadas com o scanner
foram 0,67 e 0,50 mg L', nos canais RGB e CMYK, respectivamente. Diversos
outros trabalhos tém sido desenvolvidos utilizando analise de imagens digitais e sua
aplicagdo na quantificagdo de analitos. Um artigo de revisdo foi recentemente
publicado e vérios desses trabalhos séo discutidos (FERNANDES et al. 2020).

1.8 Impressao 3D em analise quimica

A impressao 3D em pesquisas em escala de laboratério estd se expandindo
em um ritmo acelerado e é indiscutivelmente devido ao rapido fluxo de trabalho de
design para objeto, permitindo a producédo de protétipos em uma etapa de maneira
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reproduzivel relativamente acessivel e rapida, especialmente nas ciéncias quimicas
na miniaturizagao (PALENZUELA, 2018).

Segundo Palenzuela (2018), na quimica analitica, os cientistas tém explorado
a impressoras 3D para usos engenhosos. O espectro de aplicagbes tem se
expandido amplamente nos ultimos anos, tornando popular o objeto final impresso
em 3D. Os custos e o tempo de fabricacao sao reduzidos em grande parte, e 0s
recursos iterativos habilitados pela impressao 3D estdo se tornando indispensaveis
para os pesquisadores avangando para a impressao de dispositivos inteligentes e
funcionais que tenham caracteristicas simples no manuseio. Esses esforcos
provavelmente continuardao sendo a tendéncia mais buscada na pesquisa para os
préximos anos.

A utilidade da impressdo 3D em quimica analitica tem uma ampla gama de
aplicacdes, tais como fabricacdo de suportes e dispositivos microfluidicos, sensores
eletroquimicos e para materiais de catalise. Ao comparar as vantagens e limitacoes
da impressao 3D com outras técnicas de fabricagdo para dispositivos analiticos, fica
claro que a impressao 3D € benéfica para a maioria das aplica¢des, permitindo criar
equipamentos personalizados para analise, com capacidade de reutilizacado e
facilidade de integracdo em componentes comercialmente disponiveis (LED,
fotodiodo, celulares e etc). O crescimento das publicacdes apresentando dispositivos
impressos em 3D evidéncia que essa técnica de fabricacdo permanecera popular no
futuro (GROSS, 2016; CARDOSO et al., 2020).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
O objetivo geral desse trabalho foi o desenvolvimento de uma plataforma

Optica portatil e de baixo custo para quantificagdo de sulfeto em amostras de aguas
ambientais utilizando impressao 3D e tratamento de imagens digitais.

2.2 Objetivos especificos
Construir um dispositivo para introdugédo de amostra, volatilizagédo e captura

do analito em fase gasosa por um reagente especifico.

Avaliar a utilizacdo de smartphones para aquisicdo do sinal analitico
(tratamento de imagens digitais).

Calibracao e obtencao dos parametros analiticos.

Aplicagcdo em amostras de dguas ambientais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solucoes

Os reagentes e padrdes de acetato de fluoresceina de mercurio (AFM),
hidréxido de sddio e sulfeto de sédio nonahidratado (Na»S.9H,0O) foram obtidos de
Sigma-Aldrich (Alemanha), Qhemis (Sao Paulo, Brasil) e Synth (Brasil),
respectivamente. A solugdo estoque de sulfeto de sédio com concentracdo de 10°
mol L7 foi preparada semanalmente pela dissolucdo da massa apropriada de
Na>S.9H.O em &gua deionizada. Esta solucdo foi padronizada pelo método de
titulacdo iodométrica e armazenada em um frasco ambar a 4°C. As solucdes de
trabalho foram preparadas por diluicdo antes da utilizacao.

A solucdo estoque de Acetato de Fluoresceina de Mercurio (AFM) foi
preparada com uma concentragdo de 10° mol L™ (10 umol L") em 0,1 mol L™ de
NaOH e armazenada sob abrigo da luz a 4°C. A solugcdo de trabalho com
concentragdo de 1,0 umol L™ foi preparada por diluicdo da solugdo estoque em meio
alcalino antes da utilizagao. A solucédo de 2,0 mol L™ de 4cido fosférico foi preparada

por diluicao apropriada em agua deionizada.

3.2 Materiais e construcao da plataforma analitica

Um diodo emissor de luz azul (LED) (pico de emissdo maxima a 470 nm)
modelo 300-74-763 foi utilizado como fonte de radiacdo e foi obtido da Distrelec
(Suica). O circuito elétrico de corrente constante usado para acionar o LED com 20
mA e fornecer luz de excitagdo constante foi baseado na utilizacdo do circuito
integrado (Cl) do regulador de tensdo LM317 (Texas Instrument) (BUI, 2015). Uma
fonte de +12V foi utilizada para fornecer a tensdo apropriada ao circuito. Nesse
circuito, a corrente (i) é obtida em fungdo do resistor (R) utilizado, de acordo com a
equacao i = 1,25/R. Um esquema do circuito utilizado estd apresentado na figura

abaixo:
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Figura 7. Circuito elétrico para fornecer 20 mA ao LED.
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A plataforma para a realizacdo da andlise foi projetada usando um software
do tipo CAD (Autodesk Inventor) e fabricada por uma impressora 3D (modelo A2
Core, GTMax, Brasil). O dispositivo final foi montado conectando vérios médulos
contendo o suporte de amostra, microcubeta para acomodacao do reagente,
posicionadores, membrana de PTFE, optoelectrénicos (LED e filtro) e smartphone,
conforme descrito na Figura 8a. O frasco de amostra (feito de vidro) foi conectado a
microcubeta através de tampas cilindricas adequadas, indicadas pelas letras a (i.d
20 mm; o.d. 28 mm) e b (i.d 7,5 mm; o.d 15 mm; comprimento 12,5 mm). Uma
membrana de politetrafluoretileno (PTFE) (tamanho de poro de 1,0 um; Amanco,
Brasil) foi posicionada na parte superior do cilindro b, permitindo a difusdo do vapor
e evitando o vazamento da solugdo de AFM. O reagente foi inserido na microcubeta
com dimensodes externas de 20 x 20 x 25 mm e dimensodes internas de 6,5 x 6,5 x 20
mm (L x H x h). Um orificio com dimensbes adequadas foi colocado no fundo da
microcubeta para tampar o frasco da amostra. Um orificio retangular selado com
uma janela de vidro (5,0 x 5,0 mm; 1,0 mm de espessura) foi colocado na face
lateral da microcubeta para permitir a aquisicdo da imagem digital da emissao de luz
verde. O LED foi posicionado na parte superior da microcubeta como fonte de luz de
excitacdo. Esses mdodulos foram colocados em suportes adequados, permitindo a
fixacdo estavel do smartphone a 8 cm (distancia focal) da microcubeta. Um filtro de
vidro amarelo do tipo passa-banda longa (LP) (515 nm) foi posicionado entre a
microcubeta e o smartphone para bloquear a interferéncia da emissdo do LED na
imagem digital. O dispositivo montado pode ser mostrado na Figura 8b. Toda a
plataforma foi fabricada com filamento ABS e custa menos de R$ 50.
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Figura 8. Desenho 3D da plataforma de determinacdo de sulfeto (a)
componentes e (b) montados e prontos para uso.
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3.3 Protocolo otimizado de medicao de sulfeto em aguas ambientais

Para determinacdo do sulfeto em amostras de agua, a microcubeta foi
previamente preenchida com 750 pL de solugdo de AFM com concentragao de 1,0
umol L. O procedimento de andlise é descrito a seguir: 10 mL da amostra foram
adicionados ao frasco da amostra com uma micropipeta, seguido de 1,0 mL de
HsPO4 2,0 mol L™ e imediatamente depois o frasco foi fechado com o sistema
descrito na secdo anterior, permitindo assim a geracdao de H»S e difusdo pela
membrana de PTFE. A imagem digital de 24 bits da emissao do reagente AFM apéds
excitacdo com LED azul foi obtida ap6s 20 minutos de difusdo do H.S e reacao
usando um smartphone. A imagem foi enviada para o computador e o software
Imaged foi utilizado para recortar a imagem com dimensdes de 183 x 8 pixels. A
intensidade de cor foi obtida pela média dos valores individuais da intensidade da
cor representada digitalmente pelo modelo RGB dos pixels selecionados. A figura 9
apresenta um exemplo de imagem obtida com smartphone modelo Samsung J5 da
emissao de AFM apdés excitagdo com LED em 470 nm.
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Figura 9. Sinal analitico obtido pelo smartphone.

4 RESULTADOS OBTIDOS

4.1 Relacao entre concentracao do reagente Acetato de Fluoresceina de
Mercurio e intensidade de cor

No primeiro conjunto de experimentos foi avaliado o comportamento dos
valores de intensidade de cor utilizando o modelo RGB em relagdo a diferentes
concentracdes do reagente AFM. O objetivo desse experimento inicial foi avaliar a
relacdo entre RGB extraido da imagem em funcdo da concentracao do fluoréforo.
Quando o acetato de fluoresceina de mercurio foi excitado com o LED a 470 nm
(regido de cor azul), apresentou um pico maximo de fluorescéncia a 535 nm (regido
de cor verde). Portanto, foi esperado que o canal responsavel pela cor verde G
(green) seja mais sensivel as diferengas na concentracao de AFM. Entretanto, ndo
foi possivel prever se o canal G foi diretamente linear & concentracao, ou se alguma
operacdo matematica fosse realizada com o sinal analitico obtido (RGB).
Procedimentos como transformagdo para escala de cinza ou conversdes
logaritmicas sdo bastante comuns quando o processamento de imagens digitais é
usado em quimica analitica, apesar de trazer complexidade adicional ao tratamento
dos dados. Para isso, solugdes de AFM na faixa de concentragdo de 0,05 a 1,0 umol
L foram preparadas e 750 pL de cada solucéo foi transferida para a microcubeta.
As imagens digitais de 24 bits foram obtidas utilizando smartphone Samsung modelo
J5 e, para extracdo da intensidade RGB, foi fixada uma regido de interesse (ROI) de
183 x 8 pixels. Conforme apresentado na Figura 10a, o canal verde (G) foi mais
sensivel e linear as mudangas na concentragdo de AFM do que R e B, como
esperado, indicando que G foi o canal a ser escolhido para experimentos
posteriores.

Outro aspecto importante avaliado foi a influéncia da radiacdo do LED (azul)
na imagem digital obtida. Idealmente, a radiacdo que chega ao detector
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(smartphone) deveria ser apenas aquela proveniente da emissao do reagente,
porém, a radiacao azul pode sofrer espalhamento em solucao e pelo dispositivo e
influenciar na cor da imagem obtida. Para isso, um filtro do tipo passa-banda longa
amarelo (ponto de corte a 515 nm) foi posicionado entre a cubeta e o smartphone
para avaliar a influéncia da luz azul de excitacdo na composicao de cores das AFM.
Como pode ser visto na figura 10b, o posicionamento do filtro passagem longa no
caminho Optico foi essencial para melhorar a linearidade da relacao de G e AFM,
pois a contribuicdo da luz azul do LED foi minimizada.

Figura 10. (a) Comportamento dos parametros RGB em fungdo da
concentragédo de AFM (b) efeito do uso de um filtro de passagem longa (LP) na
linearidade do canal verde.
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4.2 Avaliacao da resposta analitica em funcao de diferentes
smartphones

A representacdo matematica de fenémenos fisicos, como modelos de espago
de cores, pode ser expressa de muitas maneiras diferentes, onde cada um tem suas
vantagens e desvantagens (CAPITAN-VALLVEY et al. 2015). O modelo de espaco
RGB foi desenvolvido para facilitar o processamento de dados em maquinas, a fim
de minimizar a complexidade da formulagdo e o numero de variaveis. Devido a
grande quantidade de software que ndo é capaz de lidar com arquivos de imagem
incorporados aos perfis de calibracdo de cores, os espacos associados as
plataformas de computacao sdo geralmente definidos em relacdo a uma exibicao de
referéncia especifica (PASCALE, 2013). Isso resulta na criagcdo de modelos de
espacos de cores RGB diferentes (por exemplo, Adobe RGB, Apple RGB), que
evoluiram algumas vezes por razdes tecnoldgicas. Basicamente, significa que os
mesmos valores RGB podem representar visualmente duas cores diferentes em dois
dispositivos eletrénicos diferentes. Portanto, o uso do espaco de cores RGB como

informacao analitica também foi avaliado através da comparacdo de diferentes
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dispositivos com especificacées diferentes; caso contrario, os resultados gerados
pela metodologia baseada em imagem digital devem ser seriamente afetados se
outros dispositivos eletrénicos forem empregados. Apesar de varios métodos
analiticos baseados em RGB terem sido desenvolvidos, a maioria ndo menciona se
o desempenho analitico é afetado pelo uso de dispositivos eletrénicos semelhantes.
Nessa etapa, foi avaliado a relacao do sinal analitico (Canal G) com a concentracao
de AFM na faixa de 0,05 a 1,0 umol L' empregando diferentes smartphones para
adquirir imagens digitais.

A tabela 3 mostra os parametros das curvas analiticas obtidas por cada
modelo de smartphone. Foi possivel observar que os valores de inclinacao,
coeficiente linear e coeficiente de correlagédo relacionados ao canal G dependem do
modelo, o que significa que a imagem digital usada para medi¢cées analiticas deve
ser obtida com o mesmo dispositivo. Se diferentes dispositivos foram empregados
(por exemplo, andlise realizada com varios dispositivos), o usuario deve construir
uma nova curva de calibragdo com o mesmo dispositivo que sera empregado para a
analise da amostra, caso contrario, os resultados analiticos ndo serdo precisos.
Além disso, foi observado que a sensibilidade muda de acordo com o modelo de
smartphone usado, como pode ser visto com os valores de inclinacdo das curvas
analiticas. A tabela 3 apresenta as curvas obtidas com cada dispositivo. Para os

experimentos de validacdo, o0 modelo de smartphone Samsung J5 foi utilizado.

Tabela 3. Parametros analiticos obtidos pelo método digital usando diferentes

smartphones
Canal Green (G)
Inclinacao Coeficiente linear R?
(intensidade do canal
verde / pmol L™

Samsung S9 186,4 92,6 0,987
Xiaomi Redmi 8 78,7 52,9 0,988
Samsung A50 102,4 78,7 0,993
Samsung J5 223,6 3,6 0,998
iPhone 6 77,7 38,8 0,970
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4.3 Otimizacao de sinal analitico

LEDs que emitem na regido azul (430 - 480 nm) fornecem alta intensidade de
luz, devido ao alto brilho caracteristico desses dispositivos. Esse fato pode ser
particularmente vantajoso em métodos baseados no fendmeno da fluorescéncia.
Outro aspecto importante na utilizacdo de LED como fonte de radiacado para fins
analiticos é a estabilidade da emissao de luz, para garantir a reprodutibilidade das
medidas realizadas. Uma alternativa para garantir que a corrente necessaria para
operacao do LED seja constante € o seu acionamento utilizando uma fonte de
corrente constante, que é obtida com a construgdo de um circuito elétrico baseado
no regulador de tensdo LM317. A principal funcao desse dispositivo é garantir a
tensdo constante necessaria para que o LED seja ligado. A corrente € controlada em
fungdo do resistor (R) utilizado, de acordo com a férmula i = 1,25/R. O circuito
elétrico montado para o acionamento e utilizacao do LED esta apresentado na secao
anterior (figura 7).

Para avaliar a influéncia da intensidade da luz de excitacdo no sinal analitico,
primeiro variou-se a corrente de alimentacdo do LED na faixa de 5 a 30 mA.
Conforme apresentado na Figura 11, o sinal analitico aumenta significativamente até
20 mA, seguido de um ligeiro aumento apds esse ponto. Portanto, 20 mA pode ser
selecionado como a melhor corrente de acionamento para o LED, sem perda
significativa na magnitude do sinal analitico. Além disso, o uso de altas correntes
pode induzir mudangas de temperatura no LED, resultando em variacdes na
intensidade da luz. Outro experimento importante foi avaliar o efeito da exposicao a
radiacao na estabilidade do reagente AFM, devido ao fato de os corantes organicos
podem ser degradados quando expostos a altos niveis de irradiacdo. Além disso,
como a determinacgéo de sulfeto baseia-se na emissao de fluorescéncia do corante,
foi crucial garantir que a diminuicdo da intensidade de cor seja causada
exclusivamente pela interacao H.S-AFM. Nesse experimento, as imagens digitais
foram obtidas a cada 5 minutos, durante 40 minutos, em duas condi¢des diferentes:
(i) LED aceso continuamente e (ii) LED aceso somente quando a imagem digital foi
obtida. A corrente de alimentagcdo do LED foi mantida constante em 20 mA. Os
desvios padrao relativos (DPR) do sinal analitico calculados foram de 1,5 e 1,4%
para as condigdes (i) e (ii), respectivamente, indicando que a emissao do LED nao
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afeta a estabilidade das AFM. A figura 11a apresenta a variacao de G em funcéo do
tempo.

Definido uma corrente de 20 mA para alimentar o led para excitagdo da
molécula e obtencdo do sinal analito, foi avaliada se uma pequena variagdo na
corrente poderia interferir no sinal analitico. Um experimento proposto foi variar a
corrente em 19, 20 e 21 mA para alimentar o led com o tempo fixado em 20 minutos
e concentracdo de sulfeto em 2 e 4 umol L. As imagens tratada para obter o sinal
G, o desvio padrao relativo foi de 1,42 e 0,65% respectivamente. Nessas condi¢des
a variacdo na corrente em 1mA (figura 11b) n&o intefere significativo no sinal

analitico.

Figura 11. (a) Efeito da corrente conduzida do LED na intensidade do canal
verde da imagem digital AFM; (b) Efeito da variagcado da corrente conduzida do LED
na intensidade do canal verde da imagem digital AFM Concentracdo de AFM usada

nesse experimento: 1,0 pmol L™
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4.4 Geracao de vapor de H.S como estratégia para determinacao de
sulfeto

A analise de amostras complexas utilizando técnicas instrumentais diversas
podem sofrer com a presenca de substancias indesejadas que causam erros
positivos ou negativos nos resultados obtidos. Essas substancias indesejadas séo
comumente conhecidas como interferentes. No caso da utilizacdo de métodos
indiretos baseados em reacées em que ocorre a supressao de fluorescéncia, alguns
fenbmenos indesejados podem acontecer, tais como a reacao nao seletiva entre o
reagente e analito, a absor¢cdo e emissao de luz por outras moléculas, prejudicando
assim o sinal analitico. Nesses casos, um procedimento de extracdo deve ser
avaliado para retirar o analito da amostra complexa e permitir que o sinal analitico
gerado seja exclusivamente em funcao da reagéo desejada.

Uma estratégia interessante de extragdo de espécies volateis é a utilizacdo da
técnica de extracdo por difusdo gasosa por membrana. Essa técnica consiste na
geracao da espécie volatil do analito, ou apenas aquecimento, de forma a deslocar o

46



equilibrio para formacdo maxima de espécies no estado gasoso. Apds essa etapa,
ocorre a difusdo das moléculas gasosas através de uma membrana porosa e
posterior coleta do gas em solugédo adequada.

A eficiéncia dos procedimentos de extragao de difusdo gasosa por membrana
esta relacionada principalmente a temperatura e ao tempo de difusdo. Os compostos
com baixa constante de Henry (Ky <1) tém alta volatilizacao, o que significa que a
vaporizacao sera favoravel. Como discutido por Toda (2011), o H.S possui Ky de
0,1, indicando uma alta eficiéncia de volatilizacao, possibilitando assim a aplicacdo
da abordagem de exiracdo por geracdao de vapor e difusdao por membrana. A
formacao de espécie volatil se da pelo deslocamento do equilibrio do sulfeto pela
adicdo de acidos nao volateis no sentido da formagdo de H»>S. Neste dispositivo
proposto, o frasco da amostra foi vedado com a membrana de politetrafluoretileno
(PTFE) e imediatamente ap6s a acidificacdo da solucdo de sulfeto alcancando um
estado de equilibrio entre HoS gasoso e dissolvido. Esse equilibrio - regido pela lei
de Henry - é desequilibrado pela difusdo dos compostos gasosos através da
membrana de Teflon. Portanto, tempos de extragdo mais longos levam a uma maior
coleta do analito pelo reagente.

Foi avaliado nesse trabalho o tempo necessério para o H,S gerado atingir a
microcubeta e reagir com AFM utilizando dois niveis de concentragdo de sulfeto.
Nos experimentos, 10 mL das solucdes de 0,5 e 5,0 umol L de sulfeto foram,
separadamente, adicionados ao frasco de amostra, seguido pela adicdo de 1,0 mL
de H3PO4 2,0 mol L' Imediatamente depois, o dispositivo foi vedado, permitindo a
geragao de H,S e a difusdo através da membrana de Teflon em dire¢cdo ao reagente.
As imagens digitais foram obtidas a cada 5 minutos por 30 minutos e os parametros
RGB foram extraidos. Como pode ser visto na Figura 12, os sinais analiticos
diminuiram em funcao do tempo, o que significa que as moléculas de H»>S difundiram
pela membrana e reagiram com AFM (equacdo 4) a 1,0 pmol L.

Equacéo 4

OH
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No caso do trabalho desenvolvido nessa dissertacao e considerando os niveis
potenciais de sulfeto em aguas naturais e residuais, definimos 20 minutos e 25°C
(temperatura ambiente) como condi¢des de trabalho para analise de sulfeto com alto
grau de simplicidade. Otimizac6es adicionais podem ser realizadas para aumentar o
limite de deteccao do método, como aumentar o tempo de coleta ou a temperatura
de volatilizagdo. Portanto, 20 minutos foram definidos como o tempo ideal para obter
a imagem digital apds acidificacao da solu¢cdo da amostra contendo sulfeto.

Figura 12. Avaliacdo do tempo de geracdao e reacdao de H>S com AFM.
Condigdes experimentais: 10 mL de 0,5 e 5,0 pmol L™ de solugéo de sulfeto e 1,0
umol L™ de AFM. As imagens digitais foram obtidas com smartphone J5 e extraidos
o RGB de uma é&rea de 183 x 8 pixels.
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Como visto, o tempo de difusdo do H.S e reacdo com AFM influencia
significativamente na sensibilidade da técnica em estudo. Nesse caso, realizamos
um experimento com variagdo do tempo em um minuto para mais € para menos
mantendo a corrente em 20 mA e utilizando concentracées de 2 e 4 umol L™ para

verificar se havia uma variacdo no sinal analitico comparado com o tempo escolhido
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para as analise que foi de 20 minutos. Foi verificado que a variagcdo de um minuto
teve um desvio padrao relativo de 0,97 e 0,78% respectivamente (figura 13), nao
tendo uma variagdo significativa deixando um espaco de tempo flexivel para as

analises tornando uma técnica com simplicidade de manuseio.

Figura 13. Avaliar variacao do tempo de geracao e reagao de H>S com AFM.
Condigdes experimentais: 10 mL de 2,0 e 4,0 pmol L™ de solugéo de sulfeto e 1,0
umol L™ de AFM.
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4.5 Avaliacao do desempenho analitico do método para determinacao de
sulfeto

O desempenho analitico da plataforma sensora foi avaliado em funcédo da
variacdo da concentragdo de sulfeto no intervalo de 0,5 a 5,0 pmol L. Para isso, 10
mL de cada solucéo padrao de sulfeto foram transferidos para o frasco da amostra,
seguidos por 1,0 mL de acido fosférico e vedacao do frasco com a membrana. 750
uL de solugdo 1,0 pmol L' de AFM foram previamente adicionados & microcubeta.
Ap6s 20 minutos, uma imagem digital foi obtida e os pardmetros RGB foram

extraidos utilizando o software Imaged. Uma resposta linear foi obtida na faixa de 0,5
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a 5,0 pmol L de sulfeto, como pode ser observada na figura 14. E importante
ressaltar que os experimentos de calibracdo de sulfeto foram realizados usando o
protétipo final do dispositivo, no qual o LED foi posicionado ligeiramente acima
quando comparado ao protétipo usado nas experiéncias anteriores. Esse fato
produziu diferentes intensidades de fluorescéncia para a mesma concentracao de
AFM.

Figura 14. Curva de calibracao de sulfeto.
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O acetato de fluoresceina de mercurio pode reagir com outros compostos
reduzidos de enxofre e que podem ser potencialmente vaporizados, como o
metanotiol (CH3SH). Entretanto, a reatividade entre CH3SH e AFM ¢é
significativamente menor que o HxS, em torno de 10% (TODA et al., 2004). Além
disso, a constante da lei de Henry para metanotiol € maior quando comparado ao
HoS, resultando em menor evaporagdo e, portanto, menor eficiéncia de coleta
(TODA, 2011). O CH3SH pode ser considerado um interferente critico nos casos em
que sua concentragdo é maior que a de sulfeto, levando a erros positivos nos
resultados. Outros compostos de enxofre que podem ser encontrados em amostras

de agua, como o dimetilsulfeto (DMS), sulfito e sulfato ndo reagem com AFM.
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O desempenho da plataforma para determinacado de sulfeto foi avaliado por
meio de experimentos de recuperacdo. Nesse experimento, amostras de agua de
torneira com quantidades conhecidas de sulfeto em quatro niveis diferentes de
concentragdo foram preparadas e posteriormente submetidas a analise. A
concentracao de sulfeto foi obtida usando a relacéo linear previamente construida e
as porcentagens de recuperacdo foram calculadas comparando a concentragdo
encontrada com a concentragcdo adicionada. As recuperagbes medias foram entre
98,0 e 107,4%, indicando exatiddo adequada da plataforma descrita. A repetibilidade
foi calculada como desvio padrao relativo (DPR) de 5 anélises da concentracdo de
sulfeto de 2,5 pmol L. Todos os resultados do desempenho analitico para o

dispositivo de determinagao de sulfeto estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Niveis de recuperacao para determinacao de sulfeto.

Concentracdo S* Concentragédo S* % Recuperacao
adicionada (umol L™) encontrada
(umol L)
0,5 0,5 107,4
2,0 2,0 101,0
4,0 3,9 98,0
5,0 5.2 104,4

Tabela 5. Desempenho analitico para o dispositivo de determinagdo de

sulfeto descrito.

Parametro Valor
Faixa linear 0,5a5,0 umol L™
Coeficiente de correlagéao 0,996
Curva de calibragéo G =-6,59 [S? (umol L] + 47,9
Tempo de analise 20 min.
Repetibilidade (n = 5) 3,5%
Quantidade de FMA por analise 0,8 nmol
Limite de deteccao (3*SD / inclinagao) 0,02 pmol L™
Limite de quantificacao (10*SD/ Inclinacao) 0,5 umol L™
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4.6 Aplicacao em amostras de aguas ambientais

A plataforma de analise de sulfeto (dimensdes totais de 80 x 120 x 100 mm)
foi empregada na determinacdo de sulfeto em diversos tipos de aguas, a fim de
provar a aplicabilidade do método proposto. As amostras de agua foram coletadas
em dversos pontos e a analise e tratamento de dados foram realizados no
laboratério do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
Amostras de aguas residuais e lagos foram coletadas em diferentes cidades
brasileiras e analisadas pela plataforma desenvolvida. A agua da torneira foi
coletada no Instituto de Quimica da UFU. Todas as amostras também foram
analisadas em laboratério usando o espectrémetro de fluorescéncia convencional
(Horiba modelo Fluoromax-4). As amostras foram analisadas em triplicatas. Para
algumas amostras naturais e de aguas residuais coletadas para este estudo, uma
etapa de diluicao foi realizada da seguinte forma: 500 pL ou 1,0 mL da amostra
foram diluidos em 10 mL de 4gua deionizada. Essa razdo de diluicao foi necessaria
devido a concentragdo de sulfeto ser maior que a faixa linear da metodologia
proposta. Os resultados obtidos pelas duas metodologias mostraram boa
concordancia ao aplicar o teste t com nivel de confianga de 95%. Com os resultados
obtidos, pode-se confirmar que o dispositivo proposto pode ser aplicado com
sucesso na determinacao de sulfeto aquoso. A Tabela 6 apresenta os resultados da
analise de sulfetos, bem como a localizagdo da coleta de cada amostra.

Tabela 6. Resultados da determinacado de sulfeto de aguas naturais e da

torneira pelo método proposto e usando o espectrémetro de fluorescéncia.

Amostra Método baseado em  EspectrOmetro de Teste t pareado
smartphone (umol L") fluorescéncia tiap = 3,18
(umol L)

Aguas residuais® 12,0+ 0,5 11,3+ 0,2 1,44

Agua do lago® 1,0+0,1 1,340,2 0,95
Aguas residuais® 4,4 +0,2 49+0,5 1,03
Agua natural® 83,6 + 0,3 86 +3 2,28
Aguas residuais® 55+0,1 51+0,2 0,94
Agua da torneira <LD <LD -
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a. 19°44'36.8"S e 50°12'01.0"W; b. 19°44'38.0"S e 50°12'01.8"W; c. 19°59'04.7"S e
50°17'21.8"W; d. 19°44'37.88" S e 50°12'01.07" O; e. 19°34'07.8"S e 50°00'36.9"W.

4.7 Comparacao com outros métodos analiticos para determinacao de
sulfeto

O desempenho analitico do método descrito foi comparado com outras
metodologias empregadas para determinacao de sulfeto e publicadas na literatura.
Como pode ser visto na Tabela 7, a sensibilidade do método baseado em
smartphone é comparavel as medi¢oes utilizadas por sistemas de LED / fotodiodo,
com a vantagem de nao haver necessidade de fontes de alimentacao para alimentar
o sistema de deteccdo. Além disso, nosso método € totalmente portatil, sem
necessidade de bombas para fornecer a interagdo gas/reagente. Nossa abordagem
também mostrou vantagens quando comparada a outros métodos que aplicaram
extracdo de geracao de vapor ou detecgdo quimica indireta em termos de custos

gerais e concentragdo de reagentes usados em cada andlise.
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Tabela 7. Métodos para determinacéo de sulfeto com base na geracao de vapor ou na reacao AFM.

Reagente Faixalinear Tipo de amostra e tratamento Observacdes Custos totais/ Ref
concentracao
de reagentes
AFM 0,005 -0,1 Aguas naturais Extracao em Fotodiodo LED como sistema de Médio TODA (2011)
umol L™ fase de vapor deteccdo e necessidades de 5,0 pmol L
bombas de ar
2,4-DNBS- 0,05-1,0 Aguas residuais sintéticas Instrumento de bancada Alto YANG et al.,
F umol L™ (fluorimetro) 140,0 umol L (2009)
AFM 0,15-10,0 Dispositivo de extracao de No sistema de fluxo, necessidades Médio (TODA et al.,
pmol L microcanais com padrao de de bombas e sistema de deteccao 5,0 umol L™ 2012)
agua e 6leo / com favo de mel de LED-fotodiodo
ICP-OES 0,15- ZS0,0 Geracéo de vapor usando HCL Necessidade de instrumentacéo de Alto (COLON et
umol L volume/sem portabilidade al., 2008)
AFM 0,1-5,0 Aguas naturais / Geragdo de Metodologia baseada em Baixo Este trabalho
pmol L vapor smartphone/sem necessidade de 1,0 pmol L™

bombas/totalmente portatil
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho de mestrado, foi desenvolvido uma plataforma portatil para
medidas de fluorescéncia utilizando LED como fonte de luz de excitacdo e
smartphone como detector. A plataforma foi construida em impressora 3D de
maneira modular, onde as pecas se encaixam e personalizando melhorando o
encaixe dos dispositivos (exemplo, LED e smartphone) e permitem que a analise
seja realizada. Essa plataforma foi utilizada na analise de sulfeto aquoso utilizando a
técnica de difusdo gasosa por membrana. Nessa técnica, H.S € gerado pela
acidificacdo do meio contendo sulfeto seguido de difusédo através de uma membrana
de PTFE e a coleta por um reagente especifico. O reagente utilizado nesse trabalho
foi 0 acetato de fluoresceina de mercurio, que reage seletivamente com compostos
reduzidos de enxofre provocando supressao da fluorescéncia na regido de emissao
da cor verde. Devido a alta reatividade enxofre, as vantagens da abordagem
proposta sdo possibilidade de analise em campo, facil manuseio, baixo custo na
construgdo do protétipo e economia de energia. Além disso, o arranjo tem alta
sensibilidade (na ordem de umol L) e baixo consumo de reagente (na ordem de
nmol) atendendo o requisito de minima geracao de residuos. Os reagentes podem
ser preparados com antecedéncia no laboratério, necessitando somente uma
micropipeta para analise no campo.

A utilizacdo da técnica de extracdo por difusdo gasosa por membrana
minimiza a presenga de interferentes nas amostras quando comparados com
analises realizadas diretamente em solu¢cdo. Embora a AFM ja tenha sido usada
para determinacdo de sulfeto em varios estudos, a combinacao da abordagem de
geracdao de vapor com uma quantidade reduzida de reagente e o tratamento de
imagem digital foi demonstrada pela primeira vez. Além disso, a abordagem
baseada em imagem digital também pode ser usada para medir outras propriedades
Opticas, como absorbancia / transmitancia ou refletancia. Assim, a plataforma pode
ser empregada para realizada uma investigacdo das espécies outras especies
volateis absorventes e/ou fluorescente no local alterando o reagente e algumas

adaptacoes na plataforma.
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