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RESUMO

Dentre os contaminantes organicos e inorganicos inseridos na composi¢ao do etanol
combustivel, os metais de transi¢cdo, como o ferro, apresentam grande poder catalitico na
peroxidacao de hidrocarbonetos presentes na gasolina ou ainda na oxida¢ao de componentes
do motor, podendo comprometer a eficiéncia dos mesmos, ainda que em baixas
concentragdes. As técnicas oficialmente empregadas para o controle desses contaminantes
requerem analistas especializados ou ainda a aplicagdo métodos de separagdo e pré-
concentracdo como a extragdo em fase solida (SPE). Dessa forma, a busca por métodos
simples, portateis, sensiveis e de baixo custo ¢ importante para facilitar o monitoramento de
contaminantes inorganicos presentes em concentragdes traco em combustiveis. O presente
trabalho descreve um procedimento alternativo de pré-concentracio em papel para
determinacdo de Fe** em etanol combustivel. A estratégia de pré-concentragdo foi baseada na
adicio sequencial de aliquotas de Fe** na zona hidrofilica de dispositivos analiticos
microfluidicos a base de papel (WPADs), os quais eram constantemente aquecidos utilizando
um sistema de aquecimento para evaporagdo dos componentes volateis da amostra. A
deteccio e quantificagdo do analito foram baseadas na reaco colorimétrica entre Fe’* e SCN",
obtendo-se um complexo vermelho caracteristico. A captura das imagens foi feita por um
smartphone, 10 minutos apos o inicio da reagdo, e os dados foram analisados na escala RGB
através do programa ImageJ, sendo relacionados a concentracio de Fe*'. Na etapa de pré-
concentragdo foram otimizados o diametro do pPAD utilizado (20 mm), o numero e os
volumes das aliquotas de Fe** e SCN- adicionadas (40 aliquotas de 25 pL e 1 aliquota de 25
uL, respectivamente) e a temperatura do sistema de aquecimento (T = 90°C). Foi observada
uma resposta linear no intervalo de 5 a 30 mg L' de Fe**, com um coeficiente de
determinacdo de 0,9937, um coeficiente de variacdo de 1,89%, um limite de detecgdo visual
de 5 mg L! e um fator de pré-concentragio de 33,6. Com essas caracteristicas, o
procedimento apresentou vantagens como baixo consumo de reagentes e amostra, e
consequentemente, reducdo dos residuos gerados, além da portabilidade (o que facilita a
aplicagdo em areas remotas) e o custo reduzido.

Palavras-chaves: Pré-concentracdo, Etanol Combustivel, uPADs.



ABSTRACT

Among the organic and inorganic contaminants inserted in the composition of fuel
ethanol, transition metals, such as iron, have great catalytic power in the peroxidation of
hydrocarbons present in gasoline or even in the oxidation of engine components, which may
compromise the its efficiency even at low concentrations. The officially employed in the
control of these contaminants require specialized analysts or even the application of
separation and preconcentration methods such as solid phase extraction (SPE). Thus, the
search for simple, portable, sensitive and low-cost methods is important to facilitate the
monitoring of inorganic contaminants present in trace concentrations in fuels. The present
work describes an alternative in-paper preconcentration procedure for the determination of
Fe*" in fuel ethanol. The preconcentration strategy was based on the sequential addition of
Fe*" aliquots in the hydrophilic zone of paper-based microfluidic analytical devices (uPADs),
which were constantly heated using a heating system for evaporation of volatile sample
components. The detection and quantification of the analyte were based on the colorimetric
reaction between Fe** and SCN", obtaining a characteristic red complex. The images were
captured by a smartphone, 10 minutes after the start of the reaction, and the data were
analyzed in the RGB scale through the ImageJ program, being related the concentration of
Fe*'. In the preconcentration stage, the diameter of the pPAD used (20 mm), the number and
the volumes of the added Fe** and SCN-aliquots (40 aliquots of 25 pL and 1 aliquot of 25 pL,
respectively) were optimized and the temperature of the heating system (T = 90 ° C). A linear
response in the range of 5 to 30 mg L' of Fe’* was observed, with a coefficient of
determination of 0.9937, a coefficient of variation of 1.89%, a visual detection limit of 5 mg
L' and a preconcentration factor of 33.6. With these characteristics, the procedure presented
advantages such as low reagent and sample consumption, and consequently, reduction of
generated waste, besides portability (which facilitates the application in remote areas) and the
reduced cost.

Keywords: Preconcentration, Ethanol Fuel, pPADs.
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1- INTRODUCAO
1.1- O Etanol Combustivel

O etanol ou dlcool etilico (CH3CH20OH) ¢ produzido, essencialmente, mediante a
processos fermentativos de agucares ja presentes na composi¢ao de produtos de origem
vegetal como cana-de-aglicar e beterraba, ou através de compostos que resultam nesses
monossacarideos por uma etapa de hidrdlise, que antecede a fermentagdo, como os amilaceos
(milho e mandioca) e lignoceluldsicos (madeira e bagago de cana). Outras maneiras de
obtengdo do etanol envolvem processos de sintese a partir de hidrocarbonetos insaturados,
como eteno e etino, e de gases de petrdleo — processo economicamente vidvel em paises onde

se encontram grandes reservas deste combustivel (LIMA et al., 2001).

No Brasil, a principal fonte utilizada para a producao de etanol ¢ a cana-de-agucar,
apresentando vantagens como maior rendimento de etanol/hectare de plantacdo e menor custo
de produgdo, além da estar diretamente ligada a reducao de emissao de gases de efeito estufa,
como o didxido de carbono — COz, e contribuir para diversificagdo da matriz energética pela
geracdo de outras matérias-primas que, também, se apresentam como uma alternativa na

producdo de energia (LEITE; CORTEZ, 2007).

Dentre suas diversas finalidades, como na produgdo de solventes, bebidas e produtos
farmacéuticos, o etanol ¢ empregado como combustivel de veiculos de duas maneiras: na
forma hidratada (94,5 % v/v de etanol), chamado de etanol hidratado combustivel (EHC),
utilizado diretamente como biocombustivel em motores a combustdo interna; e, misturado a
gasolina em propor¢des variadas definidas pela legislagdo, denominado etanol anidro
combustivel (EAC), com a finalidade de aumentar a octanagem da gasolina e reduzir a
emissdo de poluentes atmosféricos (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, 2015;
CHIEPPE JUNIOR, 2012).

O consumo do etanol como combustivel no Brasil se deu pela primeira vez em 1925.
Com o objetivo de reduzir a dependéncia nacional do petroleo importado, cerca de 80% do
petroleo consumido, foi criado em 1975, o Programa Nacional do Alcool (Pré-alcool),
estimulando o aumento da produgdo de etanol anidro a ser adicionado a gasolina. Em 1978,
ocorreu o surgimento de veiculos com motores movidos exclusivamente a alcool, levando
também a crescentes produgdes de etanol hidratado no pais. Nos anos seguintes, as oscilagdes

no mercado internacional de acticar e petréleo comprometeram significativamente o mercado
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interno do etanol. O cenario mudou somente nos anos 2000, especificamente a partir de 2003,
com a chegada de veiculos bicombustiveis — ou flex fuel (operados tanto a alcool quanto a
gasolina, ou pela mistura dos dois), juntamente a um aumento nos pregos do petrdleo e aos
incentivos na redu¢dao de consumo de combustiveis fosseis, estabelecidos pelo Protocolo de

Kyoto (MICHELLON; SANTOS; JULIANO, 2008).

Atualmente, devido a expansdo na produgdo e a alta demanda interna e externa

(através das exportagdes), € necessario um rigoroso controle quanto a qualidade do etanol.

1.1.1- Controle de Qualidade do Etanol Combustivel

Algumas espécies organicas, advindas dos processos fermentativos de agtlicares, tais
como ésteres, cetonas, aldeidos e acidos organicos sdo frequentemente encontradas na
composi¢do do etanol combustivel (PEREIRA; LIMA; DA SILVA, 2016). fons metalicos
como sddio, potassio, niquel, cobre e ferro sdo ditos como contaminantes inorgéanicos, sendo
alguns deles inseridos nessa matriz organica por meio das etapas envolvidas na produ¢do do

etanol ou ainda na fase de armazenamento (SANTOS et al., 2012; TAKEUCHI et al., 2007).

Apesar de serem encontrados em baixas concentragdes, a presenca de ions metalicos
pode comprometer o bom desempenho dos motores, principalmente aqueles movidos a
mistura etanol-gasolina, devido a forma¢dao de gomas (sélidos insoluveis) por processos de
peroxidacdo dos hidrocarbonetos presentes na gasolina; ou ainda por processos oxidativos dos
componentes do motor, levando a possiveis emissdes de gases de escape, como mondxido de

carbono CO (PEREIRA; PASA, 2005).

Os ions metalicos, em especial os metais de transicdo (como cobre, niquel, manganés,
cobalto, ferro, dentre outros), podem levar a peroxidag¢do dos hidrocarbonetos de duas formas.
A primeira ¢ catalisando a formacao de radicais livres. As etapas envolvidas nesse processo

sao resumidamente descritas pela reacao abaixo (HAZLETT, 1991):

Iniciagdo: R-H+M — R+ M—H

Propagacdo: R* + O,— ROO’
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ROO" + R-H — ROOH + R’
Terminag¢do: ROO™ + R" — ROOR

R"+R’'— R-R (gomas)

A segunda maneira ¢ pela decomposi¢ao de hidroperoxidos, formados no processo de

propagacdo (WAYNICK, 2001):
ROOH + M""— RO+ MDD 1 oy
ROOH+ M®™™D* _, Ro0" + M™ + HT

2ROOH — ROO" + RO" + H,O (reagdo de decomposi¢ao dos hidroperdxidos)

Onde: RH - hidrocarboneto; M — metal; R™ — radical livre; ROO™ — radical peroxil;

RO’ —radical alcoxil; ROOH — hidroperoxido

Em geral, o0 mecanismo que leva a formagao das gomas depende da natureza quimica
do metal. Metais de cardter oxidante catalisam, preferencialmente, a decomposicdo dos
hidroperdxidos, enquanto metais fortemente redutores levam a formacdo de radicais livres.
Quando os metais tem o potencial de se converter facilmente entre dois estados de oxidagao,
atuando tanto como agente oxidante quanto como agente redutor, o processo catalitico leva a
formagao de elevadas quantidades de hidroperoxidos, aumentando as taxas de peroxidacdo

dos hidrocarbonetos (WAYNICK, 2001).

Para garantir a qualidade dos produtos comercializados, a Agéncia Nacional de
Petroleo (ANP) determina mediante ao regulamento técnico ANP N° 2/2015 presente na
resolucdo ANP n°19 de 15 de abril de 2015, as especificacdes do etanol combustivel anidro e
hidratado, produzido ou nao no Brasil, quanto as caracteristicas fisico-quimicas, incluindo os
métodos de verificacdo propostas por 6érgaos regulamentadores como a Associagdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT), responsavel pelas Normas Brasileiras (NBR) (AGENCIA
NACIONAL DO PETROLEO, 2015).
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Dentre os métodos oficiais descritos para o controle de qualidade do etanol
combustivel, se destacam a titulacdo colorimétrica para determinagao da acidez total, titulagao
potenciométrica para determinagdo do pH, método volumétrico de Karl Fischer na
determinagdo do teor de agua, cromatografia gasosa para determinagdo dos teores de metanol
e etanol, cromatografia de ions na determinacdo da concentragdo de cloreto e sulfato, e a
fotometria de chama para determinacao de s6dio. A determinagdo da concentracdo de cobre e
ferro ¢ obtida pela aplicacdo da espectrometria de absorcao atomica (AAS), conforme a
norma técnica NBR 11331. O limite maximo permitido para o ferro em etanol combustivel,
tanto anidro quanto hidratado, é de 5 mg kg' (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO,
2015).

A Tabela 1 mostra as especificagdes do etanol anidro combustivel (EAC) e do etanol

hidratado combustivel (EHC) apresentadas na resolugdo ANP n° 19 de 15 de abril de 2015.
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Tabela 1. Especificagdes do etanol anidro combustivel (EAC) e do etanol hidratado
combustivel (EHC) e normas técnicas empregadas.

Caracteristica Unidade Limite
EAC EHC
Aspecto - Limpido e Isento de Impurezas
Cor - 4 5
Acidez total, max. (em mg de acido acético) mg/L 30
Condutividade elétrica, max. puS/m 300
Massa especifica a 20°C kg/m? 791,5max. 8052 a811,2
Teor alcoolico % massa 99,3 min. 92,5a94,6
Potencial hidrogenionico (pH) - - 6,0a8,0
Teor de etanol, min. % volume 08 94,5
Teor de agua, max. % massa 0,7 7,5
Residuos por evaporag¢io, max. mg/100 mL 5
Teor de hidrocarbonetos, max. % volume 3
Teor de cloreto, max. mg/kg 1
Teor de sulfato, max. mg/kg 4
Teor de ferro, max. mg/kg 5
Teor de sddio, max. mg/kg 2
Teor de cobre, max. mg/kg 0,07 -
Teor de enxofre, max. mg/kg - -
Teor de metanol, max. % volume 0,5

Fonte: ANP - Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis, 2015.
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Devido a possibilidade de se apresentarem em concentragdes muito baixas em
matrizes complexas, a quantificacdo de ions metalicos ¢ dificultada, o que demanda o uso de
técnicas extremamente sensiveis, feitas por analistas especializados, ou ainda, a necessidade

de etapas de pré-concentragao.

1.2-  Pré-concentragao

A pré-concentracdo ¢ uma etapa importante na sequéncia analitica e se faz necessaria
na analise de diversos analitos, principalmente quando o limite de deteccdo da técnica
empregada ¢ maior do que a concentracdo do analito em estudo. Esta etapa visa um aumento
da concentragdo do analito de interesse, além de eliminar possiveis interferentes da amostra
antes de sua detec¢do (ALFASSI; WAIL 1992). Diversas técnicas de separagdo sao
comumente empregadas na etapa de pré-concentragdo como, extracdo em fase solida (SPE),
microextragdo em fase solida (SPME), extracdo liquido-liquido (LLE), extra¢do por fluido
supercritico (SFE), microextracao liquido-liquido (LLME), extragdo por volatilizagdo e

precipitagao.

Uma técnica alternativa de pré-concentragao foi desenvolvida por Helbert Weisz em
1954 e denominada de ring oven, devido a formagdo de um anel (uma mancha circular
estreita) contendo o analito, sobre um substrato (geralmente um papel de filtro). Nesta técnica
um cilindro metalico ¢ colocado sobre o substrato e aquecido pelo uso de um fio metalico
resistivo posicionado sob o cilindro. A amostra ¢ adicionada por uma micropipeta na forma de
gotas no centro do papel de filtro. As gotas de amostra inseridas sdo difundidas por
capilaridade e volatilizadas pelas altas temperaturas do cilindro, restando somente os
componentes ndo volateis da amostra (analitos). Algumas gotas de solucdo acida sdo
adicionadas ao papel e, por arraste, levam esses componentes ndo volateis para a borda
interna do cilindro, formando um anel estreito. Para identificacdo qualitativa dos analitos
presentes no anel, sao utilizados reagentes seletivos para formacao de produtos coloridos. Ja
para a quantificacdo, técnicas instrumentais como a espectroscopia de emissdo Optica em
plasma induzido por laser (LIBS) sdo utilizadas para identificagdo de ions metalicos em etanol

combustivel (CORTEZ; PASQUINI, 2012).

No presente trabalho, a quantificacdo de ferro em etanol combustivel ¢ feita baseada

no anel gerado na etapa de pré-concentracdo da amostra por aquecimento, utilizando de
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pequenos volumes de amostra e o papel como substrato para pré-concentracao do analito. O
uso de dispositivos analiticos microfluidicos a base de papel se mostram com um alto
potencial para o desenvolvimento de novas técnicas de preparos de amostra e pré-

concentracgdo, principalmente por ser um método simples, rapido e de baixo custo.

1.3- Dispositivos Analiticos Microfluidicos a Base de Papel (uWPADs)

A ideia de miniaturizagdo de sistemas de analises, em Quimica Analitica, surgiu com a
criacdo dos pnTAS — microssistemas de andlises totais, dispositivos capazes de realizar todas
as etapas analiticas desenvolvidas em um laboratorio (desde a introducdo da amostra até a
detec¢do) de maneira integrada (MANZ; GRABER; WIDMER, 1990). A miniaturiza¢ao
permitiu a portabilidade dos sistemas analiticos com a manipula¢do de pequenos volumes de
amostras, reagentes e solventes quimicos (na escala de micro e nanolitros) e,
consequentemente, menor geragdo de residuos, além da diminuicdo dos custos das analises,
tudo isso associado a um aumento da frequéncia analitica (COLTRO et al., 2007). Os
dispositivos analiticos microfluidicos podem ser confeccionados a partir diversos materiais
como vidro e silica (materiais inorganicos), polimeros, papel ou ainda pela associacdo dos
mesmos. A escolha do substrato ¢ feita baseada nas suas propriedades, no custo e facilidade

de fabricacao, e na aplicabilidade do dispositivo (KOVARIK et al., 2012).

Dentre esses materiais, 0 uso do papel como substrato na produgdo de dispositivos
microfluidicos € bastante vantajoso, principalmente por esse ser um material barato, acessivel,
versatil, de facil transporte, manuseio e descarte, além de apresentar uma estrutura porosa que
permite o transporte do fluido de amostra por capilaridade. Os pPADs — dispositivos
microfluidicos a base de papel sdo gerados através da construcao de barreiras fisicas por meio
de diferentes materiais de carater hidrofobico, as quais restringem zonas hidrofilicas, sobre

um papel cromatografico ou papel filtro (MARTINEZ et al., 2007).

A primeira proposta para o uso de papel como plataforma microfluidica, mostra a
fotolitografia como método de fabricacdo dos dispositivos analiticos (MARTINEZ et al.,
2007). A fotolitografia consiste basicamente na criagdo de padrdes/formas no substrato,
através da exposicao do mesmo a luz ultravioleta (UV). Para isso, ¢ necessario o uso de um
material polimérico fotossensivel (também denominado de fotorresiste) que permita a

gravacao desses canais. Apesar de apresentar uma alta resolucdo entre as areas hidrofilicas e
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hidrofébicas (cerca de 200 um de largura minima), uma desvantagem da fotolitografia ¢ que a
mesma exige o uso de reagentes e equipamentos de alto custo, o que pode inviabilizar a

aplicacdo do método (COLTRO et al., 2007).

O método de impressdo a cera ¢ baseado na impressao de padrdes de cera, desenhados
com o auxilio de um software grafico, sobre um papel cromatografico por meio de
impressoras a cera. Apds a etapa de impressao, o papel ¢ aquecido em uma placa/chapa de
aquecimento ou estufa, permitindo a penetragao e o espalhamento da cera nos poros do papel,
de modo a formar barreiras hidrofobicas que definem a zona hidrofilica. E dito como uma
alternativa simples por apresentar um menor numero de etapas, e possibilitar a producio de
uma grande quantia de dispositivos em uma uUnica impressao (CARRILHO; MARTINEZ;
WHITESIDES, 2009).

Ao longo dos anos, foram propostas diversas metodologias para fabricacdo dos
uPADs. Dentre elas, destacam-se a serigrafia (DUNGCHAI; CHAILAPAKUL; HENRY,
2011), o corte a laser (NIE et al., 2013), a impressdo flexografica (OLKKONEN;
LEHTINEN; ERHO, 2010) e impressao com jato de tinta (ABE; SUZUKI; CITTERIO,
2008). A Figura 1 representa algumas técnicas utilizadas para a confeccdo de pPADs.

Figura 1. Esquemas dos métodos de fabricacdo dos uPADs.(Extraida de(DA SILVA, 2018),
adaptado de (CATE et al., 2015)).
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Dispositivos manuais fabricados usando: (A) desenho com cera, (B) desenho ou estampagem com tinta

polimérica, ou (C) estampagem com cera. Mascaras foram utilizadas para proteger regides para (D) banho com

cera, (E) fotolitografia e (F) serigrafia com cera. Técnicas de fabricagdo com impressoras foram utilizadas para

(G) impressdo de cera, (H) desgaste por jato de tinta, (I) impressdo por jato de tinta, ou (J) impressdo

flexografica. Cortes para delimitar regides ou criar canais foram realizados por (K) impressdo por corte ou (L)

impressao a laser.

1.3.1- Métodos de Detecgdo em uPADs

A escolha do método de deteccdo ¢ de extrema importancia para que se mantenha a

portabilidade oferecida pela aplicacdo dos uPADs. Dentre os métodos utilizados tais como a

deteccao eletroquimica, quimioluminescéncia, eletroquimioluminescéncia e fluorescéncia, as

detecgdes colorimétricas se destacam, principalmente pela simplicidade e possibilidade de

analises sem o uso de instrumentos (LAND, 2018).
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A deteccao colorimétrica ¢ realizada a partir de reagdes quimicas que geram mudangas
de coloragdo e comparacdo com padrdes de cores conhecidos. A andlise pode ser feita a olho
nu, de forma qualitativa ou semiquantitativa. A detec¢ao quantitativa dos analitos, através de
reagoes colorimétricas, ¢ feita com base na reflectancia — medida da luz refletida, capturada
por dispositivos de imagens como cameras, smartphones € scanners, € posteriormente
analisada por softwares de imagem, que se apresentam como boa alternativa para o uso com
uPADs pela facilidade de operacdao. O sinal obtido ¢ relacionado a concentragao do analito
em questdo. As curvas de calibracdo com base na refletdncia ndo seguem uma funcao linear,
devido a saturagdo da cor em concentragdes elevadas (MARTINEZ; PHILLIPS;
WHITESIDES, 2010).

As aplicacdes de métodos colorimétricos para determinagao de ferro, sao baseadas nas
reacdes classicas de Fe*' e 1,10-fenantrolina, e Fe** e tiocianato. Na literatura, diversos
trabalhos envolvem reagdes de Fe?" e 1,10-fenantrolina em diferentes matrizes. Um exemplo,
¢ o procedimento analitico descrito por Asano e colaborador, utilizando pPADs construidos
pelo uso de uma fotomascara (para restricdo das zonas hidrofilicas) obtida por impressao 3D.
Esse método tem aplicagdo na determinacao de ferro em amostras de dgua de rio e de torneira,
através da reagiio de Fe?" com 1,10-fenantrolina (apés redugiio do Fe** pela adi¢do de cloreto
de hidroxilamdnio), detectada por captura de imagens. A relacdo linear da curva analitica foi
entre 8,9-80 uM de Fe**, e os resultados analiticos das amostras (sem pré-tratamento)
obtiveram boa concordancia comparados com a aplicacdo da espectrometria de absorc¢ao

atomica (ASANO; SHIRAISHI, 2015).

Garcia e colaboradores desenvolveram um procedimento, também envolvendo a
reacdo de Fe?" e 1,10-fenantrolina em pPADs, para determinagio colorimétrica dos niveis de
Fe?" em amostras de humor vitreo (substincia gelatinosa encontrada no seguimento posterior
do olho) a fim de estimar o intervalo poés-morte em cenas de crime. Devido ao processo de
decomposicdo, o Fe?" é capturado pela transferrina no globo ocular. Portanto, quanto maior o
estagio de decomposi¢io, menores sdo os niveis de Fe’" presentes. Essa correlacdo foi feita
com base na curva analitica, onde a resposta linear foi de 2-10 ppm de Fe?*. O intervalo de
poés-morte ¢ melhor estimado em periodos superiores a 1 dia, obtendo grande concordancia

dos dados com o método de referéncia (GARCIA et al., 2017).

A desvantagem do uso de reacdes envolvendo Fe?’, é que elas necessitam de uma

etapa de redugio do Fe’" a essa espécie por algum agente redutor. Os ions Fe**sdo facilmente
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oxidados pelo ar em meios neutros ou alcalinos, necessitando estarem em meio levemente

acido.

A reacdo de Fe** com ions tiocianato produz uma coloracio vermelha e deve ser
realizada em meio ligeiramente acido para que as reacdes de hidrolise do Fe*" — formacio de
Fe(OH); acima de pH 2-3, sejam minimizadas. Essa reacdo ndo sofre interferéncia do Fe?",
porém, anions como fluoreto, fosfato, citrato e oxalato complexam com Fe*" e o tiocianato
sob as mesmas condi¢des, complexa com Co, Mo, Bi e Ti resultando em compostos coloridos

e pouco soluveis (BACCAN et al., 1988; MARCZENKO; BALCERZAK, 2000).

Fe3* + 3SCN'— Fe(SCN)s (1)

Além desse, uma série de complexos, dependentes das concentragcdes de ferro e
tiocianato presentes, podem ser formadas como [Fe(SCN)J**, [Fe(SCN).]", [Fe(SCN)],
[Fe(SCN)s]*" e [Fe(SCN)6]*".
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2- OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver um procedimento de pré-
concentracdo simples, portatil e de baixo custo para determinacao de ferro em etanol
combustivel, através da utilizacdo de dispositivos microfluidicos a base de papel (LPADs)
como um microssistema de andlise envolvendo a detec¢do colorimétrica do complexo

Fe’*/SCN", com captura e analise de imagens.



23

3- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1- Reagentes e solucoes

Todos as solugdes foram preparadas a partir de reagentes com grau de pureza analitica.
Para o preparo das solugdes aquosas, foi utilizada 4gua deionizada de alta pureza obtida do

sistema de purificagdo GEHAKA (Sao Paulo, Brasil) de resistividade 18,8 MQ cm.

A solugdo estoque de Fe*" (1,0 mol L) foi preparada em um baldo volumétrico de
25,0 mL, dissolvendo 6,7600 g de cloreto de ferro hexaidratado FeCl3.6H>O (Merck) em agua

deionizada, completando-se o volume do baldo até o menisco.

A solugio estoque de SCN” (1,0 mol L) foi preparada em um baldo volumétrico de
25,0 mL, dissolvendo 2,4300 g de tiocianato de potassio KSCN (Dindmica Quimica
Contemporanea LTDA) em &4gua deionizada, completando-se o volume do baldo até o

menisco.

Solugdes de concentragdes desejadas de Fe’" e SCN-, utilizadas nas etapas de

otimizac¢do, foram preparadas por dilui¢cdes apropriadas a partir das solugdes estoque.

Para os estudos de estabilidade da reagdo Fe*/SCN, solucdes estoque de Fe** (1,0
mol L) foram preparadas separadamente, conforme citado acima, com adigdo de 2 mL de
4cido nitrico 0,5 e 1,0 mol L' — preparadas através de dilui¢cdes adequadas de um 4cido

nitrico 65% v/v (Merck).

Para os estudos feitos durante as etapas de pré-concentracdo, as solugdes de Fe’*
foram preparadas em alcool etilico absoluto 99,8% v/v (Dindmica Quimica Contemporanea

LTDA), de modo a se aproximar das condi¢des da matriz organica.

As amostras de etanol combustivel foram adquiridas de diferentes postos de gasolina

locais.

3.2- Instrumentacio

Os reagentes empregados para o preparo das solucdes de trabalho foram pesados

utilizando uma balanga analitica Shimadzu modelo AUY?220 com precisao de + 0,1 mg.



24

A detecgdo da reagdo colorimétrica foi realizada utilizando um smartphone (Samsung
Galaxy A3, camera de 8 megapixels — 3264x2448, foco automatico), acoplado a uma pequena
caixa de fundo removivel (para melhor posicionamento do uPAD), obtida por impressao 3D,
para o bloqueio da luz ambiente. (Figura 2). O flash do telefone forneceu uma constante fonte
de iluminacdo para a captura de imagens. A distancia entre o celular e o uPAD foi otimizada

em relacdo a distancia focal da cAmera do celular e foi fixada em 8,5 cm.

Figura 2. Esquema de deteccdo da reacdo colorimétrica.

Fonte: A autora.

A etapa de pré-concentracdo foi efetuada em um sistema de aquecimento, mediante a
aplicacdo de voltagem, controlada por uma fonte de alimentagdo de tensdao (Minipa DC MPS-
3005A), a um filme de poliimida (aquecedor flexivel com temperatura maxima de operagao
de 200°C) posicionado e preso entre duas placas metélicas. A temperatura de aquecimento foi
monitorada a partir de um multimetro digital (Minipa ET-1400). A aplicacao das aliquotas aos
uPADs foi feita a partir do uso de uma micropipeta eletronica fixa a um suporte, a fim de
garantir que as mesmas se espalhassem radialmente por capilaridade sempre na mesma

posicao.
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Figura 3. Sistema de aquecimento utilizado na etapa de pré-concentragao.

Fonte: A autora.

As imagens digitais foram analisadas através do programa ImageJ (software gratuito
de processamento de imagens), pela sele¢cdo de geometria circular da zona de detecgcdo. A
conversao para escala RGB foi feita por meio do comando Plugins>Analyze>RGB Measure,
obtendo separadamente, os sinais de intensidade R (vermelho), G (verde) e B (azul) que
compdem a coloracao detectada, na faixa de 0 a 255. Todos os dados RGB foram exportados

e processados pelo programa Microsoft Excel.

Os valores de intensidade obtidos foram convertidos em densidades Opticas relativas
(ODR), a fim de corrigir variagdes de brilho durante a aquisicao de imagens por smartphone

(PASSARETTI FILHO; DA SILVEIRA PETRUCI; CARDOSO, 2015).

R
ODR = — loglOR_o (2)
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Onde, R ¢ a leitura de intensidade de cor da reacdo no canal escolhido ¢ Ro

corresponde a intensidade do branco.

As andlises seguindo a norma técnica NBR11331, foram realizadas em um
Espectrometro de Absor¢do Atdmica por Chama Varian® SpectrAA-220 (Victoria,
Australia), utilizando uma ldmpada de catodo oco de ferro (marca Varian®, Victoria,
Australia); chama de ar-acetileno e um microcomputador equipado com o software “Spectra

AA Worksheet AA Software Version 5.2, para visualizacdo das absorbancias.

3.3- Fabricaciao dos pPADs

Os uPADs utilizados no presente trabalho foram fabricados de acordo com o
procedimento relatado por Carrilho e colaboradores (CARRILHO; MARTINEZ;
WHITESIDES, 2009). Os padrdes dos puPADs foram desenhados usando o softwarede edi¢ao
de imagens Adobe Illustrator. Foram impressos em papel cromatografico (Whatman 41)
usando uma impressora a cera (Xerox, ColorQube™ 8580DN). Em seguida, foram aquecidos
em uma placa de aquecimento por aproximadamente 5 minutos, para espalhamento da cera

pelos poros do papel.

3.4- Deteccao colorimétrica

Os estudos de detecgdo colorimétrica da reacdo Fe**/SCN™ no papel foram realizados

em uPADs de 10 mm de didmetro.

A reagdo colorimétrica e sua estabilidade foram avaliadas. Para isso, foram
adicionados SpL de solugio aquosa de Fe** 6 mmol L 'acidificada com HNOs 0,5 mol L, na
zona central do pnPAD, deixando secar em temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida,
foram adicionados 5uL da solugio de SCN- 0,1 mol L'. A detec¢do colorimétrica foi
realizada pela captura de imagens via smartphone por um periodo de 1 hora, num intervalo de
5 minutos, entre uma captura e outra. O mesmo procedimento foi feito para a solugio de Fe**
3 mmol L' acidificada com HNO; 1,0 mol L, e também com a solucdo de Fe*" sem adicdo

de acido.
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Foi construida uma curva de calibragdo em um intervalo de concentracio de Fe**
variando entre 3 e 24 mmol L', Para isso, SuL de cada solugdo padrio de Fe**, preparadas
nas concentra¢des de 3, 6, 9, 12 e 24 mmol L', foram adicionados na zona de teste. Apos 10
minutos, foram adicionados 5uL da solugdo de SCN™ 0,1 mol L. A aquisi¢io de imagens foi

feita 10 minutos apos a adi¢do do reagente.

3.5- [Etapa de pré-concentracio

3.5.1- Otimizacao

Foram avaliadas as temperaturas de aquecimento de 50, 60, 70, 80 ¢ 90°C do filme de
poliimida. Quinze aliquotas de 5 puL da solugdo de Fe** 3 mmol L' (preparada em meio
etandlico) foram adicionadas sequencialmente na zona central dos pPADs de 10 mm de
diametro, aguardando a evaporacao do solvente entre uma adi¢do e outra. Em seguida, foram
adicionados 5 pL da solugio de tiocianato 0,1 mol L nas zonas de detec¢iio, aguardando 10

minutos apos a adi¢do para a aquisi¢do das imagens via smartphone.

O mesmo foi feito utilizando pPADs de 20 mm de diametro, adicionando cinco

aliquotas de 15 uL da solugdo de Fe**, seguidas de 15 pL da solugdo de tiocianato.

A sequéncia de adi¢cdo dos reagentes no papel para a formagdo da cor do complexo

também foi avaliada.

3.5.2- Curva de calibracio

Foi construida uma curva de calibracdo em um intervalo de concentracio de Fe**
variando entre 5 e 30 mg L', Para isso, 25 pL da solucdo de tiocianato 0,1 mol L foi
adicionado a zona central dos uPADs, deixando secar por 10 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, quarenta aliquotas de 25 pL de cada solugio padrio de Fe*,
preparadas nas concentracdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg L', foram adicionadas

sequencialmente na zona de teste. Por fim, foi feita a aquisicao das imagens.
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3.6- Determinacio de ferro por espectrometria de absorc¢io atomica por chama

A aplicagao do método de referéncia para determinacdo de ferro nas amostras de
etanol combustivel foi realizada em um espectrofotdometro de absor¢do atdomica por chama.
Foi preparada uma curva analitica de 0,1 a 5 mg L' de ferro, obtendo um coeficiente de
correlagdo corresponde a curva igual a R=0,9973 e um limite de detec¢do (LD) igual a 0,24

mg L', As amostras de etanol combustivel foram analisadas em triplicata.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez que a utilizagdo da reagdo Fe**/SCN- para determinacgdo de Fe** empregando
uPADs ainda ndo foi reportada na literatura, foram estudadas algumas condigdes para essa

reagdo no papel a fim de se garantir melhores resultados.

4.1- Reacio Fe’*/SCN- em pPADs

Inicialmente, foram realizados estudos quanto a rea¢do colorimétrica Fe*"/SCN™ no
papel. Como ensaio preliminar, foram analisadas diferentes concentracdes de Fe*', variando
de 0,1-0,001 mol L', na reagio com SCN- 0,1 mol L. Foi escolhida a concentracdo de Fe** 6
mmol L' uma vez que, essa foi a menor concentragio a apresentar melhor resposta visual da
reacdo sendo, portanto, utilizada no estudo seguinte. A concentragdo de SCN™ 0,1 mol L! foi
fixada para que, em concentra¢des baixas de Fe*", houvesse um excesso de fons tiocianato no

meio, visto que este aumenta a intensidade da cor do complexo formado.

4.1-1. Estabilidade da cor do complexo Fe’'/SCN-

A cor do complexo Fe**/SCN" em solugio aquosa é dita na literatura, como instavel
devido a redugio do Fe** pelos ions SCN", podendo apresentar perda significativa de sinal nos
primeiros 30 minutos da reagdo (MARCZENKO; BALCERZAK, 2000). A concentracdo de
acido no meio reacional desempenha um papel fundamental na formacao do complexo, uma
vez que o 4cido tem a funcdo de minimizar a reducdo do Fe’'a Fe?* (PENA-PEREIRA;
LAVILLA; BENDICHO, 2016). Visando um melhor conhecimento sobre a estabilidade do
complexo formado no sistema Fe*"/SCN- no papel frente ao tempo de reacdo e acidez do
meio, foram realizadas medidas de intensidade de cor em fun¢do do tempo, no intervalo de 1
hora, conforme a Figura 4. Para este estudo, solu¢des de Fe** 6 mmol L' acidificadas com
HNO;s 0,5 e 1,0 mol L foram utilizadas para reacdo com SCN- 0,1 mol L'.O canal Red foi
selecionado para deteccdo colorimétrica da reacdo, uma vez que produziu maior sensibilidade

frente ao intervalo tempo monitorado.

Figura 4. Efeito da concentracao de acido na estabilidade do complexo.
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Fonte: A autora.

Os valores obtidos mostram que, no intervalo de tempo estudado, a intensidade da cor
apresenta maior estabilidade quando empregada a solugio de Fe** sem adigdo de 4acido para a
reacdo. O desvanecimento da cor (intensidades maiores) foi pronunciado com a adi¢do e o
aumento das concentracdes de acido nitrico, pois um excesso de acido pode afetar tanto a taxa
de formagdao do complexo como sua estabilidade de cor, devido a diminui¢do dos ions SCN-
no meio.

I3

Foi possivel concluir que a variagdo ocorrida entre as intensidades € pouco
significativa. Portanto, para os estudos posteriores, foi fixado o uso da solugiio de Fe*" sem
adi¢do de 4cido, uma vez que forneceu melhor sinal analitico e estabilidade aceitavel em um

tempo de analise de até 10 minutos.

4.2- Sistema de Pré-concentracao
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Diante da necessidade da utilizagdo de pré-concentracdo para alcancar a faixa de
concentragdo necessaria para determinacdo de ferro em amostras de etanol combustivel,
foram realizados alguns estudos de otimizag¢do do sistema de pré-concentracdo de modo a

identificar as melhores condigdes para a aplicagdao do procedimento.

4.2.1- Influéncia da Temperatura de Aquecimento

A ideia de pré-concentracdo foi baseada na adi¢do de varias aliquotas de Fe** na zona
hidrofilica do uPAD, a fim de se conseguir acumular o analito na superficie do papel. Para
isso, era necessario a remog¢ao do solvente da primeira aliquota antes da adi¢do de uma nova
aliquota, para evitar o espalhamento gradual das mesmas pelo papel. Visando a pré-
concentragdo do analito, um sistema de aquecimento foi empregado para tornar a etapa de

evaporagao mais rapida e eficiente.

Foram estudadas as temperaturas de aquecimento de 50, 60, 70, 80 e 90 °C do filme de
poliimida, utilizando uma solugdo de Fe*" 3 mmol L™! preparada em meio etandlico, de modo
a se assimilar as caracteristicas do etanol combustivel. As temperaturas eram mantidas
constantes durante cada estudo, sendo controladas pela fonte de alimentagdo de tensdo. Esse
estudo foi feito paralelamente utilizando uPADs de 10 e 20 mm de didmetro. As Figuras 5 e
6, mostra a distribui¢ao da cor do complexo frente as diferentes temperaturas de aquecimento

aplicadas na etapa de pré-concentracao.

Figura 5. Estudo da temperatura de aquecimento na distribui¢dao da cor do complexo (uWPADs

de 10 mm).
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*Condigdes sem pré-concentragdo: 5 puL da solugdo de Fe’" + 5 uL da solugdo de SCN-

Fonte: A autora.

Figura 6. Estudo da temperatura de aquecimento na distribui¢do da cor do complexo (WPADs

de 20 mm).

Sem pre-
concentracac

s0°C 60°C T0°C 80°C a0°C

*Condigdes sem pré-concentragdo: 15 uL da solugdo de Fe*" + 15 uL da solugdo de SCN-

Fonte: A autora.

Sob as mesmas condi¢des de temperatura e pela adig¢do total de 75 pL da solugdo de
ferro (10 mm: 15 aliquotas de 5 uL; 20 mm 5 aliquotas de 15 pL), os pPADs de 10 mm se
mostraram melhores na distribuicdo da cor por toda a zona hidrofilica em todas as
temperaturas avaliadas. A menor uniformidade da cor utilizando os uPADs de 20 mm se deve
ao fato de ocorrer a evaporagdo do solvente antes da gota atingir a barreira hidrofoébica por
capilaridade. Porém, para a etapa de pré-concentracdo de amostras com baixos niveis de ferro,
ao empregar os pPADs de 10 mm, seria necessario o uso de um grande niimero de aliquotas
para o mesmo resultado, quando comparado ao de 20 mm, aumentando assim o tempo
demandado para a pré-concentragdo. Sendo assim, os uPADs de 20 mm foram escolhidos
para a realiza¢do da etapa de pré-concentracdo, uma vez que possui a capacidade de maiores

volumes de aliquotas inseridas.

Baixas temperaturas mostraram a formag¢do de uma coloragdo mais clara na regido
central dos pPADs (Figura 6). Isso ocorre devido ao arraste do complexo pelas aliquotas
adicionadas posteriormente, uma vez que nessas temperaturas, a aliquota se distribuir por
capilaridade de maneira mais lenta. Essa regido ¢ menos pronunciada a partir de 80°C. A
temperatura de 90°C foi escolhida como ideal para a etapa de pré-concentracdo pois, leva a

um aumento da frequéncia de pré-concentragao.
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Pelas Figuras 5 e 6, foi observado que o ferro se concentrou na regido da fronteira
tanto da gota quanto do pPAD, formando um anel. Com a formag¢ao do anel, o analito passou
a se concentrar em uma area menor que a area ocupada pela aliquota dispensada sobre o
papel, ou seja, o fator de pré-concentracdo do processo nessa regido ¢ maior. As medidas de
intensidade foram, entdo, analisadas na regido do anel, utilizando o software ImageJ, pela

selecdo de uma area especifica do anel.

4.2.2- Uniformidade da cor no anel formado

Um aspecto importante na utilizagdo desta técnica de pré-concentragdo ¢ avaliar a
reprodutibilidade da cor formada ao longo do anel, para evitar erros devido a escolha da area
de aquisi¢do de imagem. Para isso, foram realizadas 31 medidas por toda a extensdo do anel
formado, como mostra a Figura 7, a fim de se determinar a variabilidade dos dados obtidos
pelas leituras de intensidade no canal R. O estudo foi feito apds a pré-concentragdo da solugdo
de 168 mg L', a partir do calculo do coeficiente de variagio (CV) (SKOOG et al., 2006) dado

por
cV = Zx100% 3)
X
Onde,

o = desvio padrdo

X = média das 31 medidas de intensidade
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Figura 7. Estudo da uniformidade da cor no anel formado.

Fonte: A autora.

O coeficiente de variagdo obtido foi de 1,89%. Este valor ¢ considerado aceitavel, o
que significa que a leitura de intensidade da cor pode ser determinada em qualquer area do

anel.

4.2.3- Sequéncia de adicio dos reagentes na visualizacio da cor do complexo Fe’/SCN

A influéncia da sequéncia de adigdo das aliquotas de Fe** e SCN” também foi avaliada.
Foram adicionadas aliquotas de 25 pL de SCN™ sobre o papel, antes e depois da pré-

concentragio de Fe**, como mostra a Figura 8.
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Figura 8. Efeito da sequéncia de adi¢ao dos reagentes na etapa de pré-concentragao.

(a) (b)

Adicao da aliquota de SCN™ (a) apds a pré-concentracgdo e (b) antes da pré-concentracao.

Fonte: A autora.

Analisando a Figura 8.a, nota-se que o tempo de espera para a captura da imagem (10
minutos) foi insuficiente para que aliquota de SCN secasse, ndo permitindo um bom registro
da reacdo. Na Figura 8.b, foi um ganho no sinal analitico gerado através da adicdo do SCN-
antes da etapa de pré-concentracdo, devido ao aumento visual da cor gerada. Assim, a fim de
facilitar a determinagdo da quantidade de aliquotas necessarias para a visualizag¢do da cor do
complexo, e consequentemente, da formacdo do anel na etapa de pré-concentragdo, a

aplicagdo da aliquota de SCN foi realizada previamente.

4.3- Caracteristica Analiticas

4.3.1- Faixa Linear

Reunidas as condi¢des experimentais para a reagcdo colorimétrica no papel, procedeu-
se ao tratamento quantitativo desta, através da construcao das curvas de calibracdo com e sem

pré-concentragao.

A curva sem pré-concentracao foi obtida a partir de leituras de intensidade de cor do
complexo em funcio de 5 concentracdes diferentes de Fe**. A relacdo entre as concentracdes
de Fe**, variando de 3 a 24 mmol L (o equivalente a 168 e 1344 mg L'!, com base na massa

molar do ferro) e o logaritmo das intensidades de cor ¢ mostrada na Figura 9.
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Figura 9. Curva analitica para o sistema Fe**/SCN" sem pré-concentragio.
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Fonte: A autora.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 9, para o intervalo avaliado ndo
foi observada correlagio satisfatéria (R = 0,8204). Em concentragdes abaixo de 168 mg L™
nao foi possivel obter uma resposta linear visto que o sinal gerado ja se aproximava do valor
do branco. Em concentragdes elevadas, acima de 670 mg L™, ocorreu a saturagiio da cor do
complexo formado, ou seja, os valores de intensidade no canal vermelho sdo praticamente os

mesmos, sem mudanga significativa.

A curva com pré-concentracdo foi obtida, também, a partir de leituras de intensidade
de cor do complexo em funcdo de 5 concentragdes diferentes de Fe**. A relacdo entre as
concentracdes de Fe**, variando de 5 a 30 mg L', e as intensidades de cor é mostrada na
Figura 10. Para a pré-concentracio da solugio de 5 mg L', foram necessérias 40 aliquotas de
25 pL da solu¢do de Fe** para uma boa visualizagdo do anel formado. Sendo assim, as

mesmas condi¢gdes foram empregadas para as solugdes de concentragdes maiores.
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Figura 10. Curva analitica para o sistema Fe**/SCN" com pré-concentracio.
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Fonte: A autora.

A relagdo entre o logaritmo da intensidade em fungio da concentracio de Fe*" foi
linear no intervalo estudado. Testes utilizando concentra¢des abaixo de 5 mg L' de Fe** nio

mostraram distin¢do significativa em rela¢do ao branco.

As equacdes de calibragdo e os coeficientes de determinagdo para o ajuste linear das

curvas de calibracao sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2.Parametros de calibragdo obtidos para as calibragdes com e sem pré-concentracao.

Curva Faixa Linear = Equacao de Calibracao R?
Sem pré-concentracio  168-504 mg L"! y=19,12x + 0,0282 0,9814
Com pré-concentracio 530 mg L! y=0,0136x +0,1716 0,9937

Fonte: A autora.
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4.3.2- Limite de Deteccio (LD) e Fator de Pré-concentracdo

Os limites de detec¢ao (LD), tanto nas condi¢des sem pré-concentracao quanto nas
condi¢des com pré-concentracdo, foram determinados visualmente em relagdo a concentracao
minima de Fe** que poderia ser significativamente distinguida do branco. Sendo assim, foram
estimados limites de deteccdo iguais a 168 mg L' (sem pré-concentra¢do) e 5 mg L! (com
pré-concentracdo). E importante ressaltar que a maioria dos trabalhos encontrados na
literatura calculam o limite de detec¢ao por meio da equacao que relaciona o desvio padrao do
branco com o coeficiente angular da curva de calibracdo. Nesse trabalho, foi utilizado o limite
de deteccdo visual, que ¢ a menor concentracdo do analito que gera um sinal analitico visual.
Acreditamos que neste tipo de abordagem, o limite de deteccdo visual faz mais sentido

analiticamente do que o calculado.

O fator de pré-concentracdao foi entdo calculado mediante a razdo das menores
concentragdes detectaveis pelas curvas sem e com pré-concentragdao, obtendo, portanto, um
valor de 33,6. Esse ganho de sensibilidade permite obter limites de deteccdo que garante a

aplicagdo do procedimento na determinagao de ferro dentro do valor imposto pela legislagao.

4.4- Aplicacio em amostras reais

O procedimento proposto foi aplicado para a determinagdo de Fe*" em trés amostras de
etanol combustivel de postos de gasolina locais. A andlise revelou que a concentragdo de Fe*"
nas amostras se apresentaram abaixo do limite de detec¢do tanto para o procedimento

proposto quanto para o método oficial (AAS).

4.5- Perspectivas Futuras

Alguns fatores podem ser considerados futuramente a fim de obter as melhores
condigdes para aplicacdo do procedimento proposto. Dentre eles estdo os testes de adi¢ao e
recuperagdo de ferro nas amostras de etanol combustivel, teste dos possiveis interferentes na
reacdo Fe’"/SCN-, aumento do numero de aliquotas de ferro/amostra inseridas e o estudo do

teor de 4gua presente no etanol.
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Além disso, o procedimento de pré-concentragdo descrito pode ser avaliado para

determinagdo de outros metais em etanol combustivel.



40

5- CONCLUSAO

E possivel concluir que, o procedimento proposto se mostrou eficiente na pré-
concentracdo de Fe’" em papel. As condi¢des estabelecidas para aplicacio do mesmo foram:
adi¢do de 1 aliquota de 25 pL de SCN™ seguida por 40 aliquotas de 25 pL de Fe’*/amostra
(volume total = 1 mL), utilizacdo de pPADs de 20 mm de didmetro, temperatura do sistema
de aquecimento T = 90°C (o que conferiu uma maior frequéncia de pré-concentracdo) € o

tempo 10 minutos para captura de imagens sem perda significativa do sinal.

A concentragio de SCN™ empregada foi fixada em 0,1 mol L', a fim de aumentar a
intensidade da cor do complexo gerado. A curva analitica mostrou linearidade entre 5 ¢ 30 mg
L! e limite de deteccdo visual igual a 5 mg L''. As leituras dos sinais de intensidades e
mostraram bastante uniformes em toda a extensdo do anel formado através da pré-

concentragdo, uma vez que o coeficiente de variagdo foi igual a 1,89%.

Quanto ao desempenho do sistema de pré-concentragdo, o fator de pré-concentracio
foi de 33,6, o qual demostra o grande potencial do procedimento na determinacao de ferro em
amostras de etanol combustivel dentro do valor imposto pela legislagdao. Esse método pode ser
considerado também uma 6tima alternativa como método de screening para avaliar se uma

amostra de etanol estd em conformidade com os valores permitidos pela legislacao.

A realizacdo das andlises em pPADs se mostrou uma metodologia simples,
empregando baixos consumos de amostra e reagentes, resultando na reducdo dos residuos

gerados, baixo custo de execucdo, além da portabilidade, possibilitando analises em campo.



41

REFERENCIAS

ABE, K.; SUZUKI, K.; CITTERIO, D. Inkjet-Printed Microfluidic Multianalyte Chemical
Sensing Paper. Analytical Chemistry, v. 80, n. 18, p. 6928-6934, 2008.

AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, A. Especificacées do etano anidro combustivel
(EAC) e do etanol hidratado combustivel (EHC). Disponivel em:
<http://legislacao.anp.gov.br/?path=legislacao-anp/resol-anp/2015/abril&item=ranp-19-
2015>. Acesso em: 9 jun. 2019.

ALFASSI, Z. B.; WAL C. M. Preconcentration techniques for trace elements. Boca Raton,
Florida: CRC Press, 1992.

ASANO, H.; SHIRAISHI, Y. Development of paper-based microfluidic analytical device for
iron assay using photomask printed with 3D printer for fabrication of hydrophilic and
hydrophobic zones on paper by photolithography. Analytica Chimica Acta, v. 883, p. 55-60,
2015.

BACCAN, N. ef al. Introducio a Semimicroanalise Qualitativa. 2* ed. Campinas: Editora

da UNICAMP, 1988.

CARRILHO, E.; MARTINEZ, A. W.; WHITESIDES, G. M. Understanding wax printing: A
simple micropatterning process for paper-based microfluidics. Analytical Chemistry, v. 81,

n. 16, p. 7091-7095, 2009.

CATE, D. M. et al. Recent Developments in Paper-Based Microfluidic Devices. Analytical
Chemistry, v. 87, n. 1, p. 1941, 2015.

CHIEPPE JUNIOR, J. B. Tecnologia e Fabricacido do Alcool. Inhumas, GO: Universidade
Federal de Santa Maria, , 2012..

COLTRO, W. K. T. et al. Microssistemas de analises quimicas: Introdu¢do, tecnologias de

fabricacao, instrumentac¢do e aplicacdes. Quimica Nova, v. 30, n. 8, p. 1986-2000, 2007.

CORTEZ, J.; PASQUINI, C. Pré-concentracio Baseada na Técnica de Ring Oven para
Microanalise: Determina¢ao Simultinea de Sédio, Ferro e Cobre em Etanol Hidratado
Combustivel por Espectroscopia de Emissio Optica em Plasma Induzido por Laser
(LIBS). 2012, 117 p. Programa de Pés-Graduacdo em Quimica. (Tese de Doutorado) —
UNICAMP, Campinas-SP, 2012.



42

DA SILVA, J. R. Desenvolvimento de sensores quimicos de baixo custo visando o
monitoramento da qualidade e da potabilidade de aguas. 2018, 137 p. Programa de Pos

Graduagao em Quimica. (Tese de Doutorado) — Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

DUNGCHAIL W.; CHAILAPAKUL, O.; HENRY, C. S. A low-cost, simple, and rapid
fabrication method for paper-based microfluidics using wax screen-printing. Analyst, v. 136,

n. 1, p. 77-82, 2011.

GARCIA, P. T. et al. Paper-based microfluidic devices on the crime scene: A simple tool for
rapid estimation of post-mortem interval using vitreous humour. Analytica Chimica Acta, v.

974, p. 69-74, 2017.

HAZLETT, R. N. Thermal Oxidation Stability of Aviation Turbine Fuels. Disponivel em:
<https://books.google.com.br/books?id=e-h5UZefdZcC&pg=PA72&hl=pt-
BR&source=gbs_toc r&cad=4#v=onepage&q&f=false>. Acesso em: 20 jun. 2019.

KOVARIK, M. L. et al. Micro Total Analysis Systems for Cell Biology and Biochemical
Assays. Analytical Chemistry, v. 84, n. 2, p. 516-540, 2012.

LAND, K. J. Paper-based Diagnostics: Current Status and Future Applications. Pretoria,
South Africa: Springer International, 2018.

LEITE, R. C.; CORTEZ, L. A. B. O Etanol Combustivel no Brasil. Disponivel em:
<https://www.agencia.cnptia.embrapa.br/Repositorio/etanol3 000g7gq2cz702wxSokOwtedt3x
drmftk.pdf>. Acesso em: 9 jun. 2019.

LIMA, U. DE A. ef al. Biotecnologia Industrial: Processos Fermentativos e Enzimaticos -

Volume III. 1? ed. Sao Paulo: Editora Edgard Blucher LTDA, 2001.

MANZ, A.; GRABER, N.; WIDMER, H. M. Miniaturized Total Chemical Analysis Systems:
a Novel Concept for Chemical Sensing. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 1, n. 1-6, p.

244-248, 1990.

MARCZENKO, Z.; BALCERZAK, M. Separation, Preconcentration and

Spectrophotometry in Inorganic Analysis. 17 ed. New York: Elsevier Science, 2000.

MARTINEZ, A. W. et al. Patterned paper as a platform for inexpensive, low-volume,
portable bioassays. Angewandte Chemie - International Edition, v. 46, n. 8, p. 1318-1320,
2007.



43

MARTINEZ, A. W.; PHILLIPS, S. T.; WHITESIDES, G. M. Diagnostics for the Developing
World Microfluidic. Analytical Chemistry, v. 82, n. 1, p. 310, 2010.

MICHELLON, E.; SANTOS, A.; JULIANO, R. Breve Descri¢do do Proalcool e Perspectivas
Futuras para o Etanol Produzido no Brasil. Sociedade Brasileira de Economia,

Administracio e Sociologia Rural, p. 1-16, 2008.

NIE, J. et al. One-step patterning of hollow microstructures in paper by laser cutting to create

microfluidic analytical devices. Analyst, v. 138, n. 2, p. 671-676, 2013.

OLKKONEN, J.; LEHTINEN, K.; ERHO, T. Flexographically printed fluidic structures in
paper. Analytical Chemistry, v. 82, n. 24, p. 10246-10250, 2010.

PASSARETTI FILHO, J.; DA SILVEIRA PETRUCI, J. F.; CARDOSO, A. A. Development
of a simple method for determination of NO> in air using digital scanner images. Talanta, v.

140, n. 2, p. 73-80, 2015.

PENA-PEREIRA, F.; LAVILLA, I.; BENDICHO, C. Paper-based analytical device for
instrumental-free detection of thiocyanate in saliva as a biomarker of tobacco smoke

exposure. Talanta, v. 147, p. 390-396, 2016.

PEREIRA, F. C.; LIMA, F. J. S.; DA SILVA, A. O. Uma breve revisdo sobre alguns aspectos
do élcool combustivel veicular e a andlise quantitativa de espécies quimicas presentes nesta

matriz energética. Revista Virtual de Quimica, v. 8, n. 5, p. 1702-1720, 2016.

PEREIRA, R. C. C.; PASA, V. M. D. Effect of Alcohol and Copper Content on the Stability
of Automotive Gasoline. Energy and Fuels, v. 19, p. 426-432, 2005.

SANTOS, A. L. et al. Electrochemical Determination of Inorganic Contaminants in

Automotive Fuels. Electroanalysis, v. 24, n. 8, p. 1681-1691, 2012.
SKOOG et al. Fundamentos de Quimica Analitica. 8 ed. Sdo Paulo: Thomson, 2006.

TAKEUCHI, R. M. et al. Copper determination in ethanol fuel by differential pulse anodic
stripping voltammetry at a solid paraffin-based carbon paste electrode modified with 2-

aminothiazole organofunctionalized silica. Talanta, v. 71, n. 2, p. 771-777, 2007.

WAYNICK, J. A. The development and use of metal deactivators in the petroleum industry:
A review. Energy and Fuels, v. 15, n. 6, p. 1325-1340, 2001.



