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RESUMO

A determinagdo quantitativa de ions metalicos ¢ de grande interesse econdmico, de saude
humana e ambiental, devido ao carater contaminante/poluente de alguns, mas também devido
suas vastas aplicagdes e funcgdes, desde metabdlicas no corpo humano até usos industriais de
outros. Para que a determinacao seja realizada, ¢ necessario que métodos analiticos confiaveis
sejam desenvolvidos e, para esta tarefa, diversas técnicas analiticas tém sido utilizadas. Apesar
de produzirem resultados confidveis, sensiveis e seletivos, as metodologias analiticas mais
comuns tém alto custo, baixa portabilidade e podem exigir procedimentos laboriosos. Com a
popularizagdo e reconhecimento de uma plataforma analitica de baixo custo, alta sensibilidade
e seletividade, os dispositivos microfluidicos baseados em papel (LPAD's) aliados a detecg¢ao
colorimétrica via tratamento de imagens digitais vem sendo utilizados para amplas aplicagdes
na determinagdo de ions metalicos para analises ambientais, industriais e bioldgicas. O objetivo
deste trabalho de conclusdo de curso ¢ elaborar uma revisdo e fornecer uma visao geral sobre
avangos recentes de desenvolvimento de métodos analiticos para determinagdo de ions
metalicos utilizando dispositivos microfluidicos em papel (WPAD's) e detecgdo colorimétrica
via tratamento de imagens digitais, discutindo alguns trabalhos desenvolvidos na area no
periodo de 2017 a 2022. Serdo discutidas as etapas de fabricacdo dos dispositivos, os tipos de
tratamento das imagens empregados e a performance do dispositivo desenvolvido na

determinagdo dos ions ferro (III, niquel (II), cobre (II), mercurio (II).

Palavras-chave: pnPAD’s, ions metalicos, colorimetria, microfluidica



ABSTRACT

The quantitative determination of metal ions is of economic, human health and environmental
interest, due to the contaminating/polluting characteristics, but also due to their vast
applications and functions, from metabolic in the human body to industrial uses. For the
development of chemical analysis, it is necessary that reliable analytical methods are developed
and, for this task, several analytical techniques have been used. Despite producing reliable,
sensitive and selective results, the most common analytical methodologies have high cost, low
portability and may require laborious procedures. With the popularization and recognition of a
low cost, high sensitivity and selectivity analytical platform, paper-based microfluidic devices
(LPAD's) combined with colorimetric detection via digital image processing have been used
for wide applications in the determination of metal ions for environmental analysis, industrial
and biological. The objective of this undergraduate thesis of the chemistry course is to review
and provide an overview of recent advances in the development of analytical methods for metal
ion determination using microfluidic paper devices (LWPAD's) and colorimetric detection via
digital imaging, discussing some works developed in the area from 2017 to 2022. The device
manufacturing steps, the types of image processing used and the performance of the device

developed in the determination of iron (III, nickel (II), copper (II), mercury (II).

Keywords: uPAD’s, metal ions, colorimetry, microfluidics
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1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho ¢ descrever e discutir os fundamentos da técnica e fazer
uma revisdo dos trabalhos publicados nos anos de 2017 a 2022 relacionados a métodos
analiticos de determinacao de ions metalicos utilizando dispositivos microfluidicos em papel e

tratamento de imagens digitais-

2 LAB-ON-A-CHIP E MICROFLUIDICA

A microfluidica € a ciéncia e tecnologia dos sistemas de processamento, manipulagdo
e comportamento de liquidos em pequenas quantidades (10 a 10°'# litros), incluido também o
design de dispositivos ou sistemas que podem executar essas tarefas de maneira confidvel e
reprodutivel utilizando microcanais com dimensdes de dezenas a centenas de
micrometros.(WHITESIDES, 2006)

A primeira tecnologia desenvolvida no campo da microfluidica data dos anos 1950,
quando foram feitos esforgos para distribuir pequenas quantidades de liquidos na faixa de
nanolitros e picolitros, fornecendo a base para a atual tecnologia de jato de tinta. No final da
década de 1980 e no inicio da década de 1990, varios dispositivos microfluidicos como
microvalvulas e microbombas, foram fabricadas utilizando micro-usinagem de silicio,
fornecendo a base para a automagdo de protocolos complexos de manipulagao de liquidos por
integracdo de canais microfluidicos. Este foi o advento do recém emergente campo dos
'microssistemas de andlise total', também chamado de “uTAS” e, mais tarde, de "lab-on-a-
chip".(MARK et al., 2010)

O termo “Lab on Chip” (LOC) foi provavelmente cunhado pela primeira vez por
MOSER et al. (1995) para descrever os biossensores miniaturizados de glutamato e glutamina
de filme fino desenvolvidos por eles. Mais tarde, o termo LOC representou um dispositivo
miniaturizado que € capaz de reduzir, integrar e automatizar as operagdes convencionais de um
ou varios laboratdérios em um chip com tamanho que varia de milimetros a alguns centimetros
quadrados. Estas operagdes podem ser mecanicas, eletronicas de fluido, etc.(ABGRALL; GUE,
2007; SENGUPTA; HUSSAIN, 2019)

As primeiras aplicagdes das tecnologias microfluidicas e “lab-on-a-chip” foram em
analises, para as quais se oferecem varias vantagens como o recurso de usar quantidades muito
pequenas de amostras e reagentes, realizar separagcdes e detecgdes com alta resolucdo e

sensibilidade, baixo custo, tempos curtos para analise. Por mais de duas décadas, aplicacdes de
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microfluidica foram amplamente exploradas na interface de biologia, quimica e
engenharia.(WHITESIDES, 2006)

Atualmente, o progresso das tecnologias de microssistemas nas ciéncias da vida reside
no fato das vantagens da miniaturizacdo. Um novo kit de diagnostico ou sistema analitico ndo
¢ desenvolvido sem que contenha componentes, elementos ou estratégias miniaturizados em
algum estagio. Para ampla utilizagdo nos mercados que mais exigem facilidade analitica e tudo
que a tecnologia microfluidica traz consigo, seja em diagnosticos, analises ambientais e de
alimentos, € necessario estabelecer tecnologias de microfabricacao que permitam a fabricagao
de tais dispositivos a um custo pelo menos compardvel aos dispositivos

convencionais.(BECKER; GARTNER, 2008)

2.1 Microfluidica em papel

O uso de papel como substrato em analises qualitativas data de cerca de 2000 anos
atras quando Caio Plinius Secundus utilizou tiras de papiro embebidas de extrato de noz de
galha (ricas em 4cidos tanicos) para verificar a contaminacao de sulfato de ferro (II) em acetato
de cobre (II). Caso a tira adquirisse cor preta, seria um indicativo da presenga de ferro
(I).(ANDRADE; ALVIM, 2006)

Ja em 1700, um marco importante foi alcangado quando o papel de tornassol comecou
a ser utilizado. O papel de tornassol consiste em pedaco de papel de celulose impregnado com
cromoforos sensiveis ao pH e foi uma revolugdo significativa na época porque permitiu a
medic¢ao do pH em locais e amostras onde ndo eram possiveis anteriormente. Inspirado por esse
conceito, West (1945) desenvolveu testes pontuais para metais nas décadas de 1930 e 1940,
onde os cromodforos sensiveis ao pH foram substituidos por ligantes que mudavam de cor na
presenca de metais especificos (WEST, 1945, apud CARRELL et al., 2019). Fritz Feigl realizou
um trabalho bastante marcante em relagdo ao uso do papel na area de quimica analitica. Ele
avaliou diversas reacdes colorimétricas para identificacdo de ions e moléculas orgénicas e
inorgénicas. (ESPINOLA, 2004)

O principio de trabalho por tras dos dispositivos microfluidicos de papel (WPADs) ndo
difere muito dos principios originais: ¢ baseado na dispersao da solu¢do da amostra por meio
de capilaridade em papel hidrofilico, limitada por uma barreira hidrofobica, assim reagentes
podem ser impregnados nas chamadas “zonas de detec¢ao” que permitem a analise qualitativa
por avaliacdo visual ou quantitativa via leitor Optico de um ou multiplos analitos (JIANG; FAN,

2016; ZHAO; VAN DEN BERG, 2008). Os uPADs modernos padronizados com barreiras
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hidrofébicas e areas hidrofilicas podem ser rastreados até 1902, e foram projetados para evitar
a contaminagdo cruzada entre diferentes regides de reacdo (LIN et al., 2016). Mais
recentemente, em 2007, Martinez et al., buscando bioanalises rapidas, de baixo custo, portatil
e tecnicamente simples, descreveram um método de detec¢ao simultanea de glicose e proteina,
por reagdes colorimétricas, em amostras de urina, utilizando fotolitografia para criar canais

hidrofébicos milimétricos em papel.

Figura 1 - Dispositivo microfluidico criado por Martinez et. al, 2007

a) b)

glucose"* "“‘proloin
assay assay
reagenis reagents
red ink G
absorbed by
capillary action

1cm

c) d)
(
exposed to exposed to an
an artificial artificial urine
urine solution solution containing

glucose and protein

e

[glucose)/ [BSA)/
m pi
o 0
25 0.38

5.0 075

»

10 2 1.5

S0 75

]
w75

L e 1

500

5 mm

Fonte: Martinez et al., 2007

A partir desse trabalho de Martinez et al. (2007), muitos outros surgiram com
aplicacdes em bioanalises e em areas diversas, como na determinacdo de compostos toxicos em
dgua, analise em comida, drogas e até cenas de crime. (MUSILE et al., 2021; OZER; HENRY,
2021; SIVAKUMAR; LEE, 2021; SRIRAM et al., 2017)

2.2 Fabricac¢io de pnPADs

A fim da criagdo das barreiras hidrofobicas no papel, algumas técnicas foram
desenvolvidas ao longo dos anos, podendo ela ser manual ou automatizada.
A litografia, utilizada no dispositivo de Martinez et al. (2007), por exemplo, consiste

no uso de uma substancia hidrofobica sensivel a raios ultravioleta (fotorresiste). A mascara com
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o desenho entdo ¢ colocada sobre o papel com o fotorresiste e exposta a luz ultravioleta, a
solugdo entdo se fixa ao papel e o restante € retirado do papel utilizando solventes.

A principal técnica utilizada nos anos de 2010 a 2020 foi o método da impressao com
cera. A cera — material constituido por compostos apolares — pode ser aplicada usando uma
variedade de técnicas e derrete rapidamente através do papel com aplicagdo de temperaturas em
torno de 200°C para criar uma barreira tridimensional (CATE et al., 2015), fazendo com que os
canais hidrofobicos sejam criados e a solucdo direcionada através deles. Yagoda (1937) utilizou
a cera como barreira hidrofébica em papel, onde a técnica aplicada consistia na utilizagdo da
borda de um tubo metalico quente pressionado acima de um tecido encerado, a cera entdo se
derretia passando para o papel de filtro abaixo. Técnica semelhante foi utilizada por DE Tarso
Garcia et al., (2014), onde foi utilizado um carimbo metélico para impressao do padrao sobre o
papel para uso em ensaios clinicos simultdneos. Outra técnica relatada ¢ da imersdo em cera,
um exemplo ¢ a técnica proposta por Songjaroen et al., (2011), defenderam como uma técnica
simples, rapida e barata, nesta utilizou-se de uma peca metalica cortada a laser na forma
desejada do canal hidrofilico, entdo a chapa metalica foi colocada sobre o papel e uma placa de
vidro, colocou-se um ima permanente na parte inferior e entdo submergiu em cera derretida por
Is. A figura 2 apresenta um esquema de fabricagdo de dispositivos microfluidicos em papel

utilizando um método de carimbo.

Figura 2 - Esquema de fabricag¢@o de uPAD adotado por De Tarso Garcia et al. Consiste em um papel parafinado
(p-paper) entre um carimbo metalico quente e um papel e filtro (n-paper)

— p-paper

(@ oo (b) (c)

Fonte: De Tarso Garcia et al., 2014

Os padrdes de cera também podem ser inseridos de maneira manual, como proposto
por Dungchai; Chailapakul; Henry, (2011) , onde utilizam técnicas de serigrafia e aquecimento

do papel impresso para separacao de zonas hidrofilicas e hidrofébicas ou mesmo desenhadas a
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mao com lapis de cera como forma de prototipagem para otimizagdo de condigdes

experimentais como realizado por Ma et al., (2014).

Figura 3 - (a) Processo esquematico de obtengdo de chip microfluidico com padrio de PDMS e lapis de cera. (b)
foto do chip com padrdo em cera
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Fonte:Adaptada de Ma et al., 2014

Porém, o método amplamente mais utilizado para fabricagdo de pWPAD’s € a impressao

dos padrdes usando impressoras com tintas a base de cera, onde os padrdes sdo desenhados e

as paginas sao aquecidas para penetracao da cera no papel. Neste método o usuario € limitado

por ter que gerar uma nova mascara para diferentes designs de dispositivos, mas tem a liberdade

para aplicar facilmente alteracdes de design e pode imprimir dispositivos em segundos

(CARRILHO; MARTINEZ; WHITESIDES, 2009).

Figura 4 - Esquema basico de impressdo a base de cera
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Fonte: Carrilho; Martinez; Whitesides, 2009
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Outros métodos vém sendo desenvolvidos como a impressdo por jato de tinta que
utiliza, em detrimento da cera, outros compostos como polimeros (ABE; SUZUKI; CITTERIO,
2008); a impressao de canais hidrofobicos utilizando flexografia em uPADs utilizando uma
tinta de poliestireno dissolvida em solventes organicos volateis (OLKKONEN; LEHTINEN;
ERHO, 2010); também ¢ possivel utilizar cortes no papel para fabricagdo dos pPAD’s,
utilizando laser, por exemplo (EVANS et al., 2014).

2.3 Métodos colorimétricos em pPADs

A detecgdo colorimétrica ¢ uma das técnicas mais utilizadas para uPADs devido as
suas vantagens de leitura visual, detec¢do rapida, viabilidade para aplicacdes em areas remotas,
operagdo direta e estabilidade superior. A deteccdo colorimétrica em uPADs envolve o
movimento da solugdo de analito pelo dispositivo microfluidico (por exemplo, biomoléculas e
ions toxicos) para a zona de teste do dispositivo sob os efeitos da acdo capilar e a reacdo deste
com o reagente cromoéforo até uma alteracdo de cor detectavel. Em geral, as imagens da zona
de detec¢ao nos métodos de deteccdo colorimétrica sdo adquiridas por scanners, cameras de
smartphones ou cadmeras digitais e sdo entdo transferidas para um computador pessoal (PC) ou
smartphone para fins de extracdo do sinal analitico e posterior aplicagdo nas
determinagdes.(FU; WANG, 2018)

A deteccdo colorimétrica quantitativa de analitos usando pPADs ¢ possivel pela
obtencdo da imagem digital do dispositivo contendo a reacdo por meio de reflectancia e da
intensidade de cor ser correlacionada a concentracao do analito. A deteccao de reflectancia ¢
baseada na medicao da luz refletida na superficie da zona de teste. A luz refletida pode ser
capturada por um scanner ou uma camera digital. Ao medir a intensidade da cor em uma
imagem digital da zona de teste, ¢ possivel obter a concentra¢do do analito comparando sua
intensidade com uma curva de calibragdo. As curvas de calibragdo utilizando parametros de
intensidade de cor normalmente seguem fungdes ndo lineares em fungcdo do aumento da
concentracdo. A nao linearidade € o resultado da saturacdo de cor em altas concentragdes de

analitos.(MARTINEZ et al., 2010)

24 Tratamento de imagens e detec¢cdo em pPAD’s

O método mais simples para avaliacdo de reagdes colorimétricas e que ndo requer

nenhum equipamento adicional para detec¢do ¢ a deteccdo visual, porém para métodos
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quantitativos € necessario o uso de equipamentos de obtencdo de imagens digitais como
scanners ou cameras fotograficas. Os scanners, por exemplo, t€m a vantagem de oferecer alta
resolucdo e garantir o foco da imagem digitalizada e ndo ser afetado por condigdes de
iluminacdo externa e os smartphones, além da portabilidade, oferecem interfaces amigaveis e
ser um item bastante popular, sendo um bem de consumo possuido por cerca de 67% da
populacdo mundial. (NERY; KUBOTA, 2013)

Apos a digitalizagdo, a imagem pode ser tratada com o uso de programas como Adobe
[lustrator, Adobe Photoshop, GenePix, DigitalColor Meter, Corel Photo Paint ou Imagel ou
outros com linguagens de programag¢ao com o Python, MATLAB, etc.(NERY; KUBOTA,
2013)

Existem varias maneiras de obter e avaliar os parametros de intensidade de cor de
uPADs e determinar as figuras de mérito do método analitico. As imagens digitais podem ser
construidas em varios sistemas de cores distintos como, por exemplo, o RGB (Red, Green,
Blue), HSV (matiz, saturagdo, valor) e CMYK — ciano, magenta, amarelo e preto. (COLTRO
etal., 2010; MORBIOLI et al., 2017)

O sistema RGB divide a luz em trés canais de cores primarias (vermelho, verde e azul).
Cada cor é representada digitalmente por um canal de 8 bits (28 =256 = 0 —255) de informag3o,
sendo que o canal 0 significa a auséncia da cor e 0 255 a intensidade méxima da mesma. Com
1sso 16 milhdes de cores podem ser geradas através da combinacdo de coordenadas dos trés
canais, por exemplo, a branca ¢€ representada por (255, 255, 255) e a preta por (0, 0, 0).(LEAL,
2020; MORBIOLI et al., 2017)

A escolha do método de aquisi¢do de dados de intensidade de cor e sua utilizagdo como
sinal analitico depende do método a ser aplicado, pois cada sistema € Uinico, tanto no tratamento
do papel, o croméforo usado, a cor formada, o método de digitalizacdo da imagem e outras
condigdes.(MORBIOLI et al., 2017)

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

Outra forma de anélise de dados provenientes de imagens digitais ¢ a conversdo para

a escala de cinza, que consiste em traduzir 255 para branco e 0 para preto, como nas equacoes
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a seguir, Sobt representa a conversdo de uma coordenada de cores para a escala de cinza e Sinv
pode ser usado como ferramenta para obter uma curva inversamente

correlacionada.(MORBIOLI et al., 2017)

R+G+B
SobtzT (D

Siny = 255 = Sopt 2)
A distancia Euclidiana (AE) ¢ uma técnica também utilizada para obtencao do sinal
analitico por imagens. Consiste na distancia entre as cores, a obtida com a reagdo entre o analito
e reagente cromoforo e o branco/controle, pode ser calculada de acordo com a Equagao 3, onde
R, G e B representa cada canal, vermelho, verde e azul, respectivamente, ja os indices a ¢ b,
representam o sinal do analito depois da reagdo e do branco. (DEVADHASAN; KIM, 2018; LI
etal., 2019; LIN et al., 2005)

4E = (R, = R)? + (G = Go)? + (B, — B,)? (3)
O tratamento de imagens deve ser um ponto relevante para sugerir um novo método,

e ¢ benéfico o teste de multiplas abordagens ideias para cada novo ensaio.

3 APLICACOES DOS pPAD’S EM REACOES COLORIMETRICAS PARA
DETECCAO DE METAIS
3.1 Ferro

O Ferro (Fe) ¢ o metal de transicdo mais abundante na crosta terrestre, agua e vegetais,
ocorrendo naturalmente nas formas de ions Fe?" e Fe**, é um oligoelemento essencial que
desempenha varias funcdes nos processos bioquimicos e intracelulares, como transporte de
elétrons, sintese de DNA e transporte de oxigénio através da hemoglobina. O valor limite dos
ions ferros (Fe*" e Fe**) recomendado pela Organizagio Mundial da Saude (OMS) e também
pela Resolucdo Conama N° 357 para dguas destinadas ao consumo humano, 4guas salobras e
salinas ¢ de 0,3 mg L™, enquanto para efluentes é de 15,0 mg L. (BRASIL, 2005; SHRIVAS
et al., 2020)

A ingestdo em excesso de ferro através de alimentos e 4gua podem induzir a formagao
de espécies ativas de oxigénio no corpo que resultam em oxidagdo e danos de proteinas, acidos
nucléicos e lipidios o que resulta em condigdes como carcinoma, Alzheimer, Doenca de
Parkinson, doenc¢a de Huntington, hemocromatose, cirrose, siderose, artrite e aterosclerose em

seres humanos; no entanto, a deficiéncia de ferro pode resultar em anemia, fadiga, e imunidade
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prejudicada. Consequentemente, a determinacdo do ferro em amostras de 4gua e bioldgicas ¢é
de grande interesse para garantir saide publica. (BALASUBRAMANIAN et al., 2021; NAITO;
MASUYAMA; ISHIHARA, 2021; SHRIVAS et al., 2020)

Gases nocivos podem ser gerados pela queima ineficiente quando Fe’* esta presente
em gasolina ou biodiesel, 0 mesmo promove a degradagdo dos combustiveis por meio de
catalise, o que promove a formacdo de gomas e sedimentos nos motores prejudicando seu
desempenho.(JOAO et al., 2019)

Na andlise de ions metalicos, a espectrometria de absor¢ao atdmica, a espectrometria
de emissdo atdmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-AES) e a espectrometria de massa
por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) sdo empregadas convencionalmente para
analises de rotina por serem altamente seletivas e sensiveis (CHARLES; SUMMERLEE;
DEWEY, 2011; MURILLO et al.,, 1999; PRIOTEASA et al., 2014; WOLAK; ZAJAC;
GOLEBIOWSKI, 2019). Porém, as operacdes que utilizam esses instrumentos sdo, em geral,
limitadas ao laboratério e requerem equipamentos caros € complexos. Assim, a medi¢ao
apropriada no local simplifica o processo de amostragem e evita a contaminacdo das
amostras.(FERREIRA et al., 2021; OGAWA; KANETA, 2016)

Diante disso, pesquisadores vém buscando novos métodos analiticos rapidos, de baixo
custo para determinacdo de ions de ferro utilizando detec¢@o colorimétrica a partir de imagens
digitais, seja através de smartphones ou digitalizadas com scanners (FERREIRA et al., 2021).
A seguir, serdo discutidos trabalhos recentes envolvendo a determinagdo de ions ferro
utilizando a abordagem de deteccdo colorimétrica e dispositivos microfluidicos em papel.

Para determinacdo de ferro utilizando dispositivos microfluidicos em papel,
comumente utiliza-se da reacao colorimétrica do ion com fenantrolina, como os propostos por
Ogawa e Kaneta (2016) e de Asano; Shiraishi (2015), j& o trabalho de Shrivas, et. al. (2020),
discutido adiante, a determinagdo de ions Fe(Ill) em amostras ambientais e bioldgicas foi
baseada na reacdo do analito com brometo de cetil trimetil amo6nio modificado com
nanoparticulas de prata (AgNPs/CTAB) e utilizando imagens digitais obtidas por smartphone.
O indicador, antes amarelo, torna-se incolor na presenga do analito, com isso, usando
processamento digital da imagem e relacionando a intensidade da cor amarela com a
concentracdo de ferro, foi possivel realizar a sua determinacdo. A figura 5 apresenta um
diagrama esquematico utilizado na determinacao de ferro (III) do trabalho desenvolvido por

Shirivas (2020).
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Figura 5 - Diagrama esquematico para demonstrar o uso do sensor baseado em papel para smartphone e
processamento no software ImageJ para determinar a curva de calibracdo de ions ferro
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Fonte: Adaptada de Shrivas et. al., 2020

Shrivas et. al. (2020) ainda estudaram a influéncia de outros ions metalicos na reacao
como o Na*, K*, AI*" e Ca?", ou seja, se estes poderiam reagir com as AgNP’s, contudo, somente
na presenca de Fe(III) o indicador apresenta descoloracdo. Para otimiza¢do do método analitico,
foi estudado a faixa de pH ideal para a maxima descoloracdo do reagente, sendo o intervalo
ideal de 3.0 a 5.0 onde a reacdo ¢ favorecida. Além de ser seletivo, ja que as AgNPs interagem
somente com Fe**, a adi¢do de uma solugdo de KMnOj torna possivel a determinagdo do ferro
total, ou seja, todo ferro(Il) pode ser oxidado a ferro(Ill) permitindo que o reagente perca a
coloracdo amarela, assim sendo possivel sua detec¢ao.

O método proposto foi utilizado para andlises de plasma sanguineo, aguas de
superficie, aguas subterraneas e de efluentes industriais. As amostras de agua e plasma
sanguineo foram pré-tratadas com uma solugdo de acido cloridrico para evitar a precipitacao de
Fe’" e posteriormente filtradas em papel de filtro. Ao fim do estudo, obteve-se a faixa linear
nas concentragdes entre 50 e 900 pg.L!, limite de detecgiio de 20 pg.L! e de quantificagio 65
pg.L . Comparando os resultados obtidos via testes estatisticos, com o método baseado em
papel e detecg¢do via imagem de smartphone com os valores advindos de andlises via ICP-AES

ndo apresentaram diferengas significativas. (SHRIVAS et al., 2020).
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A tabela 1 mostra os resultados obtidos de amostras reais de dgua e de plasma
sanguineo pelo método analitico utilizando o dispositivo microfluidico em papel em

comparagao aos obtidos via ICP-AES.

Tabela 1 - Aplicacdo do método baseado em papel e smartphone frente aos resultados de ICP-AES

Amostra/Lugar AgNP/CTAB ICP-AES
Ferro (ng L) Ferro (ng L)
Rio 1/Raipur 137 129
Rio 2/Durg 250 242
Lago 1/Raipur 205 200
Lago 2/Durg 177 165
Agua de Pogo 1/Raipur 68 74
Agua de Pogo 2/Durg 300 293
Agua de Pogo 2/Dhamtari 105 109
Efluente industrial/Raipur 450 458
Plasma Sanguineo 1 530 524
Plasma Sanguineo 2 470 466

Fonte: Adaptada de Shrivas et. al., 2020

Também com a proposta para analises em amostras bioldgicas, Ferreira et al. (2021)
buscou uma alternativa para determinagdo de ferro em amostras de urina utilizando dispositivo
microfluidico baseado em papel. Devido a seletividade da reagdo colorimétrica de ions Fe®"
com a batofenantrolina (BPS), este ¢ o ion de interesse para a metodologia, portanto, além da
utilizacdo do reagente colorimétrico, também foi necessario o uso de hidroxilamina como
agente redutor para reduzir todo Fe®" para Fe’*, para esta mistura de BPS e hidroxilamina
chamou-se de BPSh. O puPAD foi produzido em sistema de camadas, sendo a inferior (L2) e
superior (L1) compostas por material plastico, esta perfurada (4 colunas e 5 linhas de furos)
para acondicionamento do material hidrofilico; plastificado entre as camadas, mais duas de
papel de filtro recortados em discos de 12,7 mm (E1), inferior, e a superior (R1) de 9,5 mm. A
camada R1 embebida do reagente, BPSh e depois seca a 50°C e a E1 uma camada vazia apenas
para facilitar o fluxo vertical e servir como reservatdrio. (FERREIRA et al., 2021)

Como a urina pode ter alta variagdo de coloragdo (Figura 6 - b), e como o sinal analitico
foi baseado em RGB e ndo a um comprimento de onda especifico, a saida encontrada pelos

pesquisadores para eliminagdo deste fator foi a inclusdo de duas colunas para medi¢cdo de
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branco. A primeira (B1) consiste no utPAD com o BPSh e a segunda (B2) com agua e
hidroxilamina, com isso, as interferéncias do proprio reagente e da urina podem ser eliminadas
apos as leituras de cor das colunas S1 e S2 (FERREIRA et al., 2021). A figura 6 traz a

representacao esquematica da construgao do uPAD e a imagem escaneada do dispositivo apos

a reacdo do analito e reagentes.

Figura 6 - Representagdo esquemadtica do pPAD para determinacdo de ferro em urina. a Distribuicao de
camadas. b Imagem escaneada do uPAD
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Fonte: Adaptada de Ferreira et. al., 2021

Diferente de Shrivas et. al. (2020) que propOs imagens digitais captadas com
smartphone, Ferreira et. al. (2021) utilizou scanner para obtencao das imagens e o filtro verde
(G) da escala RGB para obteng¢a@o do sinal analitico via utilizagdo do software ImageJ, uma vez
que o resultado da rea¢do do ferro(Il) com a batofenantrolina ¢ rosa e o verde ¢ sua cor
complementar. O método desenvolvido foi capaz de determinar ferro total em amostras de urina
numa faixa entre 0,07 — 1,2 mg.L"! com limite de detecc¢io de 20 pg.L! e limite de quantificacdo
de 65 pgL! e ndo teve diferenga estatisticamente significativa quando comparada
espectrometria de absor¢do atémica.

Utilizando também um sistema de camadas para construgao do seu uPAD 3D, Li et al.
(2019) propo6s um método analitico para detec¢do de seis ions metalicos simultaneamente,
dentre eles, o ferro(Il). Para a fabricagdo do uPAD 3D, utilizou-se impressao a base de cera
para desenhar os padrdes do dispositivo em papel de filtro. A camada superior do dispositivo,
ou camada de pré-tratamento, contou com uma zona central, hidrofilica, utilizada como

reservatorio da amostra de 10 mm de didmetro, 8 zonas de pré-tratamento (didmetro de 6 mm)
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e mais 8 zonas de amostras (6 mm de diametro). A camada inferior, ou camada de detecgao,
também dispds de outro ponto central de 10 mm cercada de oito canais microfluidicos (6 mm
de comprimento por 2 mm de largura) e oito zonas de detec¢do com um vao de 4 mm entre os
canais e os pontos de detecgdo. (LI et al., 2019). O esquema das camadas que constituem o

dispositivo ¢ mostrado na figura 7.

Figura 7 - Fabricagao dispositivo analitico de dupla camada em papel (PAD 3D) para deteccao de seis ions

metalicos
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Fonte: Adaptada de Li et. al., 2019

A etapa de pré-tratamento da amostra, se tratando da detec¢do dos ions ferro, foi
preparada com uma solugdo de 4cido ascorbico para redugdo de Fe(Ill) para Fe(Il), j4 a zona de
deteccao com o reagente colorimétrico 1,10-fenantrolina. (LI et al., 2019). Com base em um
trabalho anterior, Li et al., (2019) utilizou uma ldmpada de LED como fonte de iluminagdo
externa para diminuicao de efeitos da luz ambiente e o smartphone para obteng¢ao das imagens
digitais. Para tratamento das imagens e obtenc¢do do sinal analitico foi utilizado o software
ImagelJ, e estudou-se varios canais de intensidade de cor incluindo a escala de cinza (Gray), o
canal vermelho (R), o verde (G) e o azul (B), e suas respectivas variagdes (A) com a subtragdo
da zona de detec¢dao do branco e, ainda, a distancia Euclidiana (AE) com a raiz quadrada do

seguinte somatério AR? + AG? + AB2. A relacido entre AE e AG e a concentracdo foram
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analisados para cada analito, para o ferro, o AE exibiu a melhor relagdo linear, com faixa linear
de 0,3 a 18 mg.L! e limite de detec¢io de 0,2 mg.L!.

A tabela 2 apresenta os parametros encontrados para os métodos descritos
anteriormente e outros reportados para a determinacao de ions Ferro (II) e (III) utilizando
reacdes colorimétricas em dispositivos microfluidicos em papel. Foram selecionados trabalhos

realizados no periodo de 2015 a 2022.

Tabela 2 - Pardmetros de metodologias propostas para anélise de ferro utilizando pPAD’s e colorimetria

Faixa Linear Limite de Deteccdo ‘
Reagente Referéncia
(mg.L") (mg.L")

AgNPs/CTAB 0,05-0,9 0,02 SHRIVAS et al. (2020)
Batofenantrolina 0,07-12 0,02 FERREIRA et al. (2021)
1,10-fenantrolina 0,3-18 0,2 Ll et al. (2019)

Ferrozina 5,0-100 3,691 WALLER et al. (2019)
ASANO; SHIRAISHI,
1,10-fenantrolina 0,50 -4,97 0,22
(2015)

Fonte: O autor

Para analise de ferro, o método proposto por Shrivas et al., (2020) e de Ferreira et al.,
(2021) atingiram os menores valores de LOD, apesar do primeiro se destacar pela portabilidade
com o uso do smartphone, exige o uso das nanoparticulas de prata, por sua vez, LI et al. (2019),
apesar de LOD 10 vezes superior aos dois primeiros trabalhos, utiliza de uma preparacao
simples de reagentes e da propria confeccdo do seu pPAD que pode ser usado para analise
multiplas de varios ions metalicos. Para monitoramento da qualidade de dgua ou efluentes,
tomando como base os limites estabelecidos na CONAMA 357, todas as metodologias seriam

viaveis.

3.2  Niquel

O niquel (N1i) ¢ um metal de transi¢do branco-prateado duro, ductil, € o 28° elemento
na tabela periddica e pode existir em varios estados de oxidacao desde -1 até +4. No entanto, o
estado de oxidacdo +2 (Ni?*) é 0 mais comum no meio ambiente e sistemas bioldgicos. O niquel
pertence aos elementos ferromagnéticos e se apresenta naturalmente na crosta terrestre,
geralmente em combinacdo com oxigénio e enxofre, presente no solo, meteoritos e expelidos

por vulcdes. Mesmo que nenhuma evidéncia existente denote o valor nutricional do Ni em
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humanos, tem sido reconhecido como um nutriente essencial para alguns microorganismos,
plantas e espécies animais, além de ser essencial para o bom crescimento e desenvolvimento
das espécies vegetais e tem papéis vitais em uma ampla gama de fung¢des morfologicas e
fisiologicas, como a germinacao de sementes e produtividade.(GENCHI et al., 2020)

A exposi¢do humana a ambientes altamente poluidos com niquel pode causar uma
variedade de efeitos patologicos. O acimulo de niquel e compostos de niquel no organismo por
meio da exposi¢ao cronica pode ser responsavel por uma variedade de efeitos adversos a saude
dos seres humanos, como fibrose pulmonar, doengas renais, cardiovasculares e cancer do trato
respiratorio (GENCHI et al., 2020). A resolugdo Conama n° 357 limita o niquel total para dgua
de consumo humano em uma concentragio de 0,025 mg L' e para langamentos de efluentes 2,0
mg L. (BRASIL, 2005)

Assim como a maioria dos metais, o niquel também pode ser detectado e quantificado
através de técnicas analiticas instrumentais de espectroscopia de absorcdo atdmica,
espectrometria de plasma/emissdo atomica acoplada indutivamente, espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado e titulacio (ANTUNES et al., 1998; MOHAMMADI;
AFZALI; POURTALEBI, 2010; MYKYTIUK; RUSSELL; STURGEON, 2002). Porém estas
podem  ser técnicas caras, demoradas e podem = requerer laboratorios
especializados.(DEVADHASAN; KIM, 2018)

No trabalho ja mencionado de Li et al. (2019), utilizando o mesmo dispositivo ja
descrito, um dos ions metalicos quantificados foi o niquel (II). Diferente da analise do ferro, o
autor utilizou na etapa de pré-tratamento de amostra uma solu¢io 1 mol.L"! de fluoreto de sédio,
seguido de uma solucao de tiossulfato de sodio com o intuito de mascarar ions Fe(IIl) e Co(II)
e na zona de deteccdo uma solucao de dimetilglioxima 1% (m/V) preparada em acetona.

A forma de obtenc¢do e tratamento das imagens digitais foi realizada de maneira
andloga ao descrito para o ferro anteriormente, € também assim como foi para os ions ferro,
para o niquel, o AE exibiu a melhor relagdo linear, com faixa linear entre 0,4 € 23 mg.L! e
limite de detecgio de 0,3 mg.L'.(LI et al., 2019)

Com uma proposta diferente de constru¢do do dispositivo analitico, incluindo uma
superficie quimicamente modificada, Devadhasan e Kim (2018) também conduziram uma
pesquisa de determinagdao de niquel e outros metais em amostras de agua através da
colorimetria. Para fabricagdo deste dispositivo, nomeado de C-uPAD, os pesquisadores
desenvolveram um método de deposicdo de vapor quimico (CVD) para criar barreiras
hidrofébicas térmica e quimicamente estdveis. Esta técnica exige papel de cromatografia,

triclorossilano (TCS) como agente hidrofobico e uma camara de vacuo para criacao dos padroes
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hidrofébicos. Como mostrado na Figura 8, o processo esquematico ¢ simples, para silanizar o
papel de cromatografia foi utilizado um bloco de aquecimento dentro de uma camara de vacuo
para vaporiza¢do da solucao de TCS, com isso, as moléculas penetram no papel e formam
ligagdes covalentes com as hidroxilas da celulose, formando barreiras hidrofébicas
extremamente estaveis e reprodutiveis com padrdes hidrofilicos onde o adesivo em vinil ¢

colocado. (LAM et al., 2017)

Figura 8 - Desenvolvimento de dispositivo microfluidico usando a técnica de C-uPAD
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Fonte: Adaptada de Lam et. al., 2017

Para a zona de deteccdo do niquel, foi imobilizado um grupo amina (NHy) e
posteriormente o reagente colorimétrico na parte hidrofilica. O grupamento amina foi
introduzido através de 2uLL de uma solugao de (3-Aminopropyl) trietoxissilano (APTES) e seco
a 110°C durante 30 minutos. Com isso, este composto se liga covalentemente a celulose do
papel, apds isso, o papel pode ser lavado com 4gua deionizada afim de remover os grupos que

ndo se ligaram as hidroxilas da celulose e seco novamente a 50°C. Dessa forma, o dispositivo
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estd pronto para receber a solugdo de 10 mg L' de dimetilglioxima (DMG) utilizada como
reagente colorimétrica. Esta foi inserida na zona de detec¢do do niquel e, com seu grupo -OH,
através da reacdo de hidrolise a 95°C, pdde se ligar ao grupo NH> do primeiro

reagente.(DEVADHASAN; KIM, 2018)

Figura 9 - Esquema de detec¢do de metais pesados com superficie modificada
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Neste estudo foram fabricados 5 diferentes C-uPAD’s, dentre eles, uma matriz com
11 pontos para o estudo do limite de deteccao, uma matriz 3x3 para estudar a especificidade e

outra com padrao floral para anélise de multiplos ions metalicos.(DEVADHASAN; KIM, 2018)

Figura 10 - (a -b) Demonstrag@o de analise quantitativa de Niquel II entre 0 ¢ 20 ppm usando o valor RGB no
Imagel. (c,d, e) analise de especificidade, amostras de 10 ppm de niquel frente aos reagentes colorimétricos de
outros ions (Cromo e Mercurio)

1

1 10 100
Log (Ni (I1) ppm)
70
(©) (d) (©) o
Control Nickel
R o g s0
LA :5 40
® g 30
°
® R
& 10
[
Nickel Chromium Mercury

§DMG §1,5-DPC 8 MTK
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O tratamento das imagens digitais foi conduzido também pelo software Image J e a
distancia Euclidiana (AE) foi utilizada como sinal analitico para obtengdo da curva de
calibracao. Com o calculo do limite de detec¢dao, o valor obtido foi de 0,24 ppm. Com a
aplicagdo em amostras de aguas de lagos, foi concluido que o método analitico ndo apresenta
interferéncia significativa entre os ions metalicos e nem de outros minerais presentes nas
amostras ¢ que o mesmo pode ser usado para identificagdo individual ou mistura de ions
metalicos e que parte disso também se deve a homogeneidade de cor que a superficie
modificada promove na zona de deteccdo. (DEVADHASAN; KIM, 2018)

Mais recentemente € com uma proposta de constru¢do do dispositivo bem mais
simplificada, Nie et al. (2021) atingiu uma faixa linear de 1-6 mmol L! e limite de detecgdo 1
mmol L™! para ions niquel(II) em d4gua usando novamente a DMG como reagente colorimétrico.

Denominado como sp-uPAD, o dispositivo foi obtido utilizando tinta em spray, papel
de filtro e uma mascara de polimetilmetacrilato (PMMA), o protétipo é representado no
esquema da Figura 11. O papel de filtro ¢ colocado entre duas mascaras de PMMA, a tinta em
spray ¢ colocada em todo dispositivo e seco, as mascaras sdo rotacionadas em 90 graus e pintado
novamente com a tinta, ao secar e retirar a mascaras sdo formadas as zonas hidrofilicas e

hidrofobicas, esta técnica permite o desenho de outros padroes mais complexos apenas trocando

a mascara.(NIE et al., 2021)

Figura 11 - Representagdo esquematica de prototipagem da fabricag@o do dispositivo com pulverizagdo de tinta
em duas etapas
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Para analise de multiplos analitos, incluindo os ions de niquel (II), foi usado um
dispositivo com formato floral, como na Figura 12. Diferentemente de Devadhasan ¢ Kim
(2018), a distancia Euclidiana ndo foi usada para obten¢do do sinal analitico via software

ImagelJ, mas sim a intensidade do canal verde obtido pelas imagens digitais. (NIE et al., 2021)

Figura 12 - (a) Fotografia do dispositivo microfluidico em formato floral para analise multipla. (b) curva de
calibracdo para analise de niquel
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Fonte: Adaptada de Nie et. al.,2021

Assim, os parametros analiticos obtidos pelos desenvolvimentos demonstrados nos

trabalhos citados, podem ser vistas na Tabela 3.

Tabela 3 - Pardmetros das metodologias propostas para analise de niquel

o Faixa Linear Limite de .
Técnica Referéncia
(ppm) Deteccao (ppm)
UPAD 3D com camada de
0,4-23 0,3 LI et al. (2019)
pré-tratamento
Superficie quimicamente
) - 0,24 DEVADHASAN; KIM (2018)
modificada
sp-uPAD 58,7 - 352 58,7 NIE et al., (2021)
Dispositivo rotacional 15-60 4,8 SUN et al. (2018)
PAD com [-galactosidase - 0,230 HOSSAIN; BRENNAN (2011)

Fonte: O autor
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Os dois primeiros trabalhos retornaram limites de detec¢ao bem proximos, ja o de NIE
et. al (2018), um valor muito acima quando comparado aos demais, que, além de ter utilizado
um tratamento das imagens, o Unico que nao utilizou o AE como sinal analitico, ndo utilizou
qualquer tipo de pré-tratamento de amostra, mesmo assim, considerando apenas o controle de
qualidade de dgua potavel, nenhum dos trés métodos propostos alcancaria a detecgdo do limite
méximo concentragdo de niquel recomendada pelo CONAMA de 0,025 mg L™, porém teriam
aplicacdo no controle de niquel para lancamentos de efluentes onde, as duas primeiras
metodologias discutidas, alcancariam a detecgdo de 2,0 mg L' de niquel total estabelecida pelo

CONAMA.

33 Cobre

O cobre (Cu) ¢ um oligoelemento essencial para o ser humano e desempenha um papel
importante em muitos processos biologicos. Contudo, a absor¢do excessiva de cobre pode
induzir uma série de doengas neurodegenerativas como Alzheimer, Wilson e Parkinson. A
concentracdo de ion cobre (Cu?") dissolvido para langamentos de efluentes é restringida pela
Resolugio CONAMA 357 a 1,0 mg L' e 4guas destinadas ao consumo humano de 0,009 mg
L !. Portanto, é necessario desenvolver métodos eficazes para monitorar a concentragio de Cu®*
em amostras de aguas, alimentos e fluidos biologicos ¢ de vital importancia. O cobre também
pode causar problemas quando presente em combustiveis, pode ser agir como um catalisador
para oxidacdo de radicais livres que leva a formagao de vernizes, gomas e sedimentos, estes
podem entupir os bicos na combustdo e filtros de combustivel, reduzir a eficiéncia dos
trocadores de calor, causando superaquecimentos dos motores.(BRASIL, 2005; TAYLOR;
SYNOVEC, 1993)

Viarias metodologias baseadas em técnicas analiticas instrumentais com alta
sensibilidade foram desenvolvidas para determinagdo de Cu?*, incluindo espectrometria de
absor¢do atomica, técnicas eletroquimicas, tais como voltametria e amperometria,
espectrometria de fluorescéncia e outras (SQUISSATO; RICHTER; MUNOZ, 2019;
TIMOSHENKO et al., 2020). No entanto, a aplicacdo desses métodos ¢ limitada pelo alto custo,
instrumentos sofisticados e pré-tratamentos de amostras. Assim, ¢ altamente necessario
desenvolver métodos novos, simples e conveniente para determinacdo de Cu?*. Com isso, 0 uso
dos dispositivos microfluidicos baseados em papel podem ser uma boa estratégia para
determinar concentracdo de cobre in situ sem a necessidade de equipamentos e andlises

onerosas. (CAO et al., 2019; SHARIFI; TASHKHOURIAN; HEMMATEENEJAD, 2020)
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Utilizando o dispositivo sp-uPAD do trabalho j& citado anteriormente, Nie et. al
(2021), utilizou o dietilditiocarbamato de sdédio como reagente colorimétrico e, diferentemente
do produto formado entre niquel e DMG, foi utilizado o canal azul (B) para aquisi¢ao do sinal
analitico e curva de calibrac¢do, o que retornou uma limite de deteccdo de 5 mmol L™ (317 ppm)
e faixa linear de 5 — 9 mmol L™! (317 — 572 ppm) para amostras de dgua.

Com uma proposta mais sofisticada e utilizando varios reagentes tanto para a camada
de pré-tratamento de amostra como a de deteccdo, Li et al. (2019), desenvolveu uma
metodologia para quantificacao de cobre (II) em dgua com seu uPAD 3D. Na camada de pré-
tratamento foi adicionada uma solugdo de citrato de sddio para mascarar ions ferro (III) e na
zona de detecg¢do, a fim de reduzir o Cu®* para Cu*, utilizou uma solugio de quitosana em 4cido
acético seguido de outra de cloridrato de hidroxilamina. Entdo uma mistura de batocuproina,
polietilenoglicol 200 (PEG 200) e Tween 20 foi adicionada. O PEG 200 foi adicionado para
capturar a batocuproina hidrofébica e o complexo Cu—batocuproina, ja o Tween 20 foi
adicionado para aumentar a uniformidade da cor da zona de detecgdo, essa mistura culmina em
um complexo amarelo estavel.

Li et al. (2019) utilizou a escala de cinza, posteriormente a respectiva variagao entre o
sinal obtido pelo branco e pelo analito (AGray) para construgdo da curva de calibragdo, a faixa
linear foi de 0,05 a 24 mg L' e limite de detec¢do de 0,03 mg L'. Com uma combinagio de
uma membrana de policloreto de vinila (PVC) e com o intuito de amenizar heterogeneidade da
cor na zona de deteccdo, Sharifi, Tashkhourian e Hemmateenejad, (2020) construiram seu
dispositivo também trés dimensdes em uma espécie de origami para permitir carregar uma
maior quantidade de analito.

Para construgdo das barreiras hidrofobicas no dispositivo, o papel foi impresso com
impressora a jato de tinta com o desenho do padrdo, e o mesmo foi aquecido a 200°C, o que
causou a penetragao da tinta nos poros do papel e criagdo das barreiras. Foram construidos dois
tipos de uPAD’s 3D: o primeiro com duas camadas (Figura 13 - a), sendo a superior de inser¢ao
de amostra, que consiste em uma zona central conectada com dez zonas hidrofilicas (de pré-
tratamento) e a inferior com dez zonas circulares utilizadas para detec¢do. O segundo
dispositivo (Figura 13 - b) era constituido por 3 camadas, sendo as duas primeiras similares ao
do dispositivo anterior e a terceira utilizada com uma camada de residuo com o intuito que um
maior volume de amostra chegue dentro do uPPAD.(SHARIFI; TASHKHOURIAN;
HEMMATEENEJAD, 2020)
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Figura 13 - Desenho dos pPAD's 3D. (a) dispositivo com duas camadas. (b) Dispositivo com camada de residuo
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Fonte: Adaptada de Sharifi; Tashkhourian; Hemmateenejad, 2020

Os reagentes colorimétricos (cromoazurol S [CS] e violeta pirocatecol [PV]) sdo
incorporados ao papel da camada de detec¢do juntamente com uma matriz polimérica (PVC e
dibutilftalato) e secos completamente. O dispositivo € posteriormente dobrado para receber a
amostra. Pela presenca do PVC, na camada de detecgdo ¢ criado um ambiente relativamente
hidrofobico, o que leva a uma penetracao lenta da amostra através desta area, portanto, foi
necessario a inser¢do da amostra em um fluxo controlado (40 uL em 10 s), evitando que se
perca por cima da barreira hidrofobica do dispositivo. Finalmente as imagens da zona de
detecgdo sdo capturadas com scanner e os canais RGB sdo extraidos com programa ImagelJ. O
processo completo do método pode ser observado na Figura 14.(SHARIFI;

TASHKHOURIAN; HEMMATEENEJAD, 2020)

Figura 14 - Processo completo do uso do pPAD
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Fonte: Adaptada de Sharifi; Tashkhourian; Hemmateenejad, 2020

Para calibragao do método, o autor utilizou quatro curvas de calibragao, estudando o

efeito da presenga do PVC com os dois reagentes colorimétricos, e utilizou o canal vermelho
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do RGB como sinal analitico, a Tabela 4 mostra os resultados alcancados.(SHARIFI;

TASHKHOURIAN; HEMMATEENEJAD, 2020)

Tabela 4 - Pardmetros analiticos da curva de calibraco (na auséncia e presenca do PVC)

Na presenca de PVC Na auséncia de PVC

CS PV CS PV
Faixa linear (mg L) 5,0 — 1400,0 5,0 -200,0 10,0 - 1000,0 30,0 —400,0
Sensibilidade 51,35 38,87 30,79 12,60
Coeficiente de regeressio (R?)  0,9816 0,9863 0,9195 0,9591
Limite de detec¢do (mg L) 1,7 1,9 23 4,1

Fonte: Adaptada de Sharifi; Tashkhourian; Hemmateenejad, 2020

Resultados mais sensiveis, precisos € com menores limites de detecgdo foram obtidos
na presenca de reagentes imobilizados de PVC, e isso pode ser atribuido a formagdo de
manchas de cor mais concentradas e homogéneas.(SHARIFI; TASHKHOURIAN;
HEMMATEENEJAD, 2020). Outros trabalhos que utilizaram dispositivos microfluidicos em

papel para determinagao de cobre (II) estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Pardmetros analiticos com algumas técnicas desenvolvidas para analise de cobre utilizando uPAD's e

colorimetria
oo Faixa Linear Limite de o
Técnica Referéncia
(ppm) Deteccado (ppm)
UPAD 3D com camada de
0,05 - 24 0,03 Lletal. (2019)
pré-tratamento
. . . . SHARIFI,
Dispositivo em origami com
5,0 - 1400 1,7 TASHKHOURIAN;
membrana de PVC
HEMMATEENEJAD (2020)
sp-uPAD 317,73 - 571,91 58,7 NIE et al. (2021)
uPAD com catalise de
tiossulfato e nanoplacas de 5.104-0,2 3.10* CHAIYO etal. (2015)
prata (AgNPIs)
Dispositivo rotacional 5,0-80 1,6 SUN et al. (2018)
CTAB/tiossulfato/AgNPls 10,00 — 350,00 4,12.10° CHAIYO et al. (2016)
HOSSAIN; BRENNAN
PAD com f-galactosidase - 0,020
(2011)

Fonte: O autor
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Dentre os dispositivos e dados apresentados na Tabela 5 cabe a escolha do método por
objetivo de tipo de amostra analisada, porém somente a técnica desenvolvida por Chaiyo et al.
(2015) se aplicaria no controle de qualidade de 4gua destinada ao consumo humano, de acordo
com os limites da Resolugdo CONAMA 357, apesar de ser muito sensivel e seletiva, a técnica
desenvolvida demanda a etapa de sintese das nanoplacas de prata; o método de Sharifi;
Tashkhourian; Hemmateenejad (2020) contempla uma ampla faixa linear, enquanto a simples
técnica de fabricagdo do sp-uPAD de Nie et al. (2021), dependendo do uso, pode ser uma
alternativa viavel frentes as técnicas tradicionais; a de Li et al. (2019), por exemplo, seria uma
opgdo para controle de lancamento de efluentes, ja que seu limite de deteccdo é abaixo do

estabelecido de 1,0 mg L! da legislagdo brasileira.

3.4 Mercurio

Os compostos de mercurio sao naturalmente emitidos para a atmosfera por vulcdoes,
incéndios florestais, intemperismo de rochas e solos. Embora beneficie diversas industrias, o
mercurio e seus derivados sdo prejudiciais aos ecossistemas e aos seres humanos, dependendo
de sua forma quimica e também da sua concentragdo. O mercurio elementar e organico € toxico
para o sistema nervoso periférico e central. A ingestdo de Hg?' através de agua potavel
contaminada e material alimentar pode levar a efeitos graves na satde humana, como danos ao
cérebro, rins, infertilidade e defeitos congénitos. Portanto, o mercurio no meio ambiente ¢ um
importante produto quimico que precisa ser monitorado continuamente devido a sua natureza
extremamente toxica. (FIRDAUS et al., 2019; MONISHA et al., 2021)

A voltametria ciclica (CV), espectrometria de absor¢ao atdomico de vapor frio (CV-
AAS), espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), espectroscopia de emissdo atdmica de plasma acoplada
indutivamente e espectrofotometria UV-Vis (UV-Vis) sdo relatados para determinacdo de Hg*"
em uma variedade de amostras (CLEVENGER; SMITH; WINEFORDNER, 1997, GAO;
HUANG, 2013; MARTIN-YERGA; GONZALEZ-GARCIA; COSTA-GARCIA, 2013). A
maioria desses instrumentos ¢ sensivel a detec¢iio de Hg?", porém é necessario pessoal treinado
para realizagdo das andlises e possuem portabilidade reduzida. Entre as técnicas que utilizam
equipamentos, a colorimetria ainda ¢ a técnica preferida para a determinagdo de mercurio
devido a sua simplicidade e disponibilidade de instrumentos econdmicos, com isso a utilizagao

de dispositivos baseados em papel e colorimetria podem ser uma alternativa para analise
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quantitativa de mercurios em varios tipos de amostras. (MONISHA et al., 2021; NASHUKHA
etal., 2021)

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sofrem oxidagdo pelo mercurio, passando de uma
solucao amarelada para incolor. Utilizando essa propriedade, Firdaus et al. (2019) desenvolveu
um aplicativo de celular usando a intensidade dessa descoloracdo captada pela camera para
quantifica¢do de Hg e alcangou um limite de detec¢ao de 0,86 ppb.

Para obteng¢ao do sinal analitico, o autor utilizou o programa para calculos numéricos
MATLAB para extrair os valores RGB obtidas pela camera. A plotagem dos dados brutos de
RGB em relagdo a concentragdo dos padroes produz um grafico com tendéncia hiperbolica.
Para obtenc¢dao da curva com tendéncia linear, utilizou a conversdo via escala logaritmica

seguindo a lei de Lambert-Beer, como na Equacao 4. (FIRDAUS et al., 2019)

Bo

IR—IOQR—;IG—IOQG—JIB—ZOQB—- (4)
S S S

Ir, I e Ig sdo as intensidades de cor para o vermelho, verde e azul, respectivamente.
Os termos (RGB)o € (RGB)s s@o os valores do branco e da amostra, respectivamente. Com isso,
a conversdo dos valores RGB ¢ diretamente proporcional a concentragdo do ion mercurio e
pode ser usado para quantificagdo em amostras. Como pode ser observado na Figura 15, a curva
de calibragao obtida com o uso da intensidade do canal de cor azul obteve a maior linearidade
e inclina¢do, uma vez que o mesmo ¢ a cor complementar do amarelo da solugdo de AgNPs,
portanto estes valores foram utilizados para a pesquisa. O método, inicialmente, foi calibrado
extraindo o sinal analitico de imagens obtidas das solugdes padrao em cubetas. (FIRDAUS et

al., 2019)

Figura 15 - Curva de calibragdo com a correlagdo entre a concentragdo de mercurio (0 - 4 ppb) ¢ a intensidade
dos canais de cor azul, verde e vermelho
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Para aumentar a portabilidade, aplicaram o mesmo método também para os
dispositivos analiticos em papel. A construgdo utilizada do dispositivo segue a base mais
comum, uso papel de filtro com o padrao impresso com tinta hidrofobica, depois aquecido a
150°C por 5 minutos. As imagens foram obtidas através de smartphone e uma “Caixa de foto”

personalizada.(FIRDAUS et al., 2019)

Figura 16 - Esquema da preparagdo do dispositivo analitico baseado em papel (PAD) e aquisicao de imagem
digital para determinag@o de ions de mercurio. Assim como no sensor colorimétrico, nanoparticulas de prata
foram incorporadas ao PAD antes da adicdo da amostra
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Fonte: Adaptada de FIRDAUS et al., 2019

Utilizando o ICP-OES como método de referéncia e teste de recuperacdo para
validagdo, retornou valores de erro abaixo de 2,4% e desvio entre as réplicas de analise melhor
que 2,5%, segundo os autores, 0 mesmo obteve precisao e exatiddo satisfatorios.(FIRDAUS et
al., 2019)

Em um trabalho mais recente e com abordagem semelhante no uso do smartphone e
nanoparticulas de prata modificada com polivinilpirrolidona (PVP-AgNPs), porém
incorporando o reagente cromodforo na tinta de impressao dos PAD’s, MONISHA et al. (2021),
vieram com essa proposta de determinagdo do mercurio via colorimetria.

Utilizando uma impressora a jato de tinta carregada com uma tinta de nanoparticulas
de prata, para desenho de um circulo de 1cm, e também com o reagente cromoforo PVP-AgNP
para a zona de teste, com isso o dispositivo foi criado em papel de filtro e foi possivel a

determinagdo da intensidade RGB via aplicativo para smartphone.(MONISHA et al., 2021)
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Figura 17 - Diagrama esquematico de (a) sintese do PVP-AgNPs, (b) impressdo do PVP-AgNPs no papel, (c)
deposi¢ao dos padrdes, (d) aquisi¢do das imagens, (¢) medida da intensidade de cor, (f) curva de calibracdo
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Fonte: Adaptada de MONISHA et al., 2021

Assim como no trabalho citado anteriormente, hd a descoloragdo do reagente na
presenca de mercurio, dado pela reagao de oxirreducao dos compostos. Para plotagem da curva
de calibragdo foi utilizado o mesmo principio, a medida que a concentragdo de mercurio
aumenta, mais incolor a drea do cromoforo fica, com isso o aplicativo de deteccdo de RGB
detecta a intensidade dessa cor e pode ser usado a diferenga de sinal entre o branco e e do analito
(AS = Sp — SHg2+). O método retornou uma faixa linear de 40 — 1200 ppb e limite de deteccao
de 10 ppb.(MONISHA et al., 2021)

Com seu dispositivo para analise multiplas e superficie quimicamente modificada ja
citado anteriormente, DEVADHASAN; KIM (2018), utilizando a tiocetona de Michler, que ¢ um
composto que forma um complexo marrom com o mercurio, € EDTA como mascarante de
outros ions metalicos como forma de alteracdo quimica da superficie, os autores alcangaram
um limite de deteccdo de 0,19 ppm para merctrio. A tabela 6 apresenta os resultados dos
trabalhos discutidos e de outros anteriormente reportados com métodos de determinacao

quantitativa de mercurio utilizando dispositivos microfluidicos em papel e colorimetria.
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Tabela 6 - Pardmetros analiticos com algumas técnicas desenvolvidas para analise de mercurio utilizando
uPAD's e colorimetria

. Faixa Linear Limite de o
Técnica Referéncia
(ppb) Deteccao (ppb)
uPAD com AgNPs - 0,86 FIRDAUS et al., 2019
UPAD com PVP-AgNPs 40 - 1200 10 MONISHA et al., 2021
uPAD com superficie 190 DEVADHASAN; KIM,
quimicamente modificada 2018
uPAD com AgNPIs 5000 - 75000 120 APILUX et al., 2012
uPAD de dupla camada com
50 -700 1,00 MEELAPSOM et al., 2016
AgNPs
uPAD com AgNPs 0,1-3 - FU et al., 2021
UPAD com AuNPs 5-20 10 CHEN et al., 2014
PAD com PtNPs/TMB 0,5-100 2 CHEN et al., 2016
) HOSSAIN; BRENNAN,
PAD com B-galactosidase - 1 2011

Fonte: O autor

Comparavel a métodos mais caros de deteccdo, Firdaus et al. (2019) alcangcaram um
limite de deteccdo de 0,86 ppb, porém ndo ¢é capaz de detectar o limite maximo presente de
concentracao de merctrio total em aguas para consumo humano descrito na CONAMA 357, de
0,2 ppb, no entanto seria capaz de identificar o limite maximo para langamento de efluentes 10

ppb, assim como o de Monisha et al. (20121)

4 CONSIDERACOES FINAIS

A determinacdo de ions metdlicos apresenta uma importincia analitica que
compreende desde controle de qualidade de combustiveis e alimentos, saide humana e
ambiental, também em industrias como metalurgicas e de mineracdo. As técnicas mais comuns
para quantificacdo destes ions sdo as de espectrometria de absor¢do e emissdo atdmicas, as
mesmas apresentam a vantagem de serem altamente sensiveis e seletivas, porém exigem
equipamentos de alto custo e portabilidade reduzida. As técnicas utilizando os dispositivos
microfluidicos aliado & colorimetria auxilia e pode substituir de forma equiparavel estes
métodos analiticos tradicionais com a vantagem de terem o custo mais baixo, portabilidade, uso

de equipamentos simples e sem a exigéncia de treinamento especifico de analistas.
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Portanto a deteccao de ions metalicos via colorimetria e dispositivos microfluidicos de
papel pode ser viavel para varios fins, desde que otimizada para tal proposito, porém existem
muitos desafios a serem superados e metodologias a serem exploradas.

Hé ainda fatores que influenciam as metodologias que sdo um pouco negligenciados
ou nao ha consenso entre os autores como, por exemplo, tipo de tratamento de imagens adotados
e as melhores ferramentas para aquisi¢ao do sinal analitico. Fatores como a defini¢cdo da area
para aquisi¢ao de intensidade de coloracao ainda parecem serem tratadas de forma arbitraria.

Apesar dos aspectos técnicos e barreiras ainda a serem superadas, os uPAD’s podem
ser uma alternativa rapida, barata e equivalente a métodos mais caros para analises de metais

em amostras ambientais e bioldgicas.
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