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Resumo
“SPOT TEST PARA CHUMBO EM SOLOS”

Autora: Patricia de Padua Castro
Orientadora: Adriana Vitorino Rossi

Pb(ll) € um contaminante acumulativo em solos; reacées de spot test servem
para andlises exploratérias para avaliar contaminacdes. A reacdo de spot test entre
Pb(ll) e rodizonato (ROD) forma um complexo vermelho (PbROD), que pode ser
quantificado em dispositivo microfluidico em papel (WPAD) em associagdo com analise
digital de imagens, estudada neste trabalho para aplicagdo em solos. Misturas
reacionais de ROD 9,96 mmol L', em tampao tartarato, e solugbes aquosas de
Pb(NOs), na faixa de concentracdo de 0,20 a 5,00 mmol L™ foram utilizadas para a
formagdo de PbROD em pPAD e empregadas no desenvolvimento do método que
envolveu a utilizagdo de um scanner comercial para obtencdo das imagens e, um
programa para extracdo de dados de cores em sistema RGB (Red, Green e Blue) para
quantificacao por meio de curvas de calibracdo. O método desenvolvido foi aplicado
para analise de Pb(ll) em 28 amostras de solos dopadas com (PbNOj3), a uma
concentragdo 300 mg kg de solo, utilizando solucdo de HNO3z 0,43 mmol L como
extrator, que extraiu em média 75% do Pb(ll) adicionado. A limitacdo imposta pelas
barreiras hidrofébicas no uPAD foi crucial para viabilizar a quantificagao de Pb(Il). Os
dados extraidos da componente G da imagem do produto da reagédo obtido no uPAD
apresentaram os melhores resultados. A precisdo intermediaria do método de spot test
para Pb(ll) formando PbROD foi 4 %, com limites de deteccdo e quantificagdo iguais a
0,07 e 0,24 mmol L', respectivamente. Das 28 amostras estudadas, sete ndo
desenvolveram cor na reacao devido as caracteristicas fisicas e quimicas dos solos e a
presenca de possiveis interferentes (principalmente Ba, Sr, Matéria Organica, P e
Argila). A grande heterogeneidade dos solos e os complexos mecanismos de adsorgéo
e dessorcao dos ions que afetam sua disponibilidade para a reagdo de analise
representam aspectos limitantes para a aplicacdo do método desenvolvido, porém os
resultados apontaram adequacdo para andlise semiquantitativa exploratéria de Pb(ll)

em areas de solos contaminados.
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Abstract

“Spot test for lead in soil”.

Author: Patricia de Padua Castro
Advisor: Adriana Vitorino Rossi

Lead (Pb) is a cumulative soil contaminant, which can be assessed by spot test
reactions in exploratory analyzes regarding soil contamination. The spot test reaction
between Pb(ll) and rhodizonate (ROD) forms a red complex (PbROD), which can be
quantified on paper microfluidic device (UuPAD) in combination with digital image
analysis. The objective with this work was to develop a method based on the
aforementioned system, for the determination of Pb(ll) in soils. Reaction mixtures
containing 9.96 mmol L™ of ROD (prepared in tartrate buffer) and aqueous solutions of
Pb(NO3) in a concentration range from 0.20 to 5.00 mmol L™ were used to form PbROD
in uPAD and employed for the method development. A commercial scanner was used to
obtain images and a program was employed to extract data from the RGB (Red, Green
and Blue) colors system for Pb(ll) quantification, by using calibration curves. The
method was applied for the analysis of Pb(ll) in 28 soil samples spiked with Pb(NOs), at
a concentration of 300 mg kg™ of soil and a 0.43 mmol L' HNO; solution was used as
the extractant, which was able to extract, in average, 75% of Pb(ll) added. The limitation
imposed by hydrophobic barriers in the yPAD was crucial to enable the quantification of
Pb(ll). The data extracted from the G component of the image of the reaction product
obtained in the yPAD showed the best results. Intermediate precision of the spot test
method for Pb(Il) forming POROD was 4%, with limits of detection and quantification
equal to 0.07 and 0.24 mmol L™, respectively. From the 28 samples studied, seven did
not develop color in the reaction, due to their physical and chemical characteristics and
the presence of possible interferences (mainly Ba, Sr, Organic matter, P and clay
content). The great heterogeneity of soils and the complex mechanisms of sorption and
desorption of ions, that affect their availability for reaction analysis, represent limiting
aspects for the quantitatively application of the method for soils. But the results show
suitability for semiquantitative exploratory analyzes of Pb (ll) in areas with soils

contaminated with this element.
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Niveis de chumbo (Pb)' em solos podem servir como uma ferramenta
sensivel e robusta de diagnostico ambiental, para indicar a qualidade de uma area
em relacdo a contaminacao. Algumas dificuldades operacionais para determinar
Pb em solos incluem o grande espaco amostral, a geragéo de residuos téxicos, o
custo elevado de métodos tradicionais, além da necessidade de pessoal
qualificado para operar equipamentos sofisticados, que também devem ser
acessiveis. Neste contexto, métodos de andlises qualitativos e quantitativos com
instrumentacdo simples representam importante destaque, pois representam
reducao de tempo e custos, principalmente quando & necessario processar grande
namero de amostras.

Neste trabalho, foi desenvolvido um método analitico para determinacao de
Pb(Il)?> baseado na reacdo de spot tesf® com rodizonato, utilizando dispositivos
microfluidicos em papel* com andlise digital de imagens® como ferramenta
analitica, visando a quantificagdo de chumbo em solos. No desenvolvimento do
trabalho, notou-se a relevancia de discussdes sobre parametros para avaliacao
das figuras de mérito quando se aplica a analise digital de imagens obtidas em
dispositivos microfluidicos em papel.

Os resultados obtidos das analises de chumbo em solos pelo método
desenvolvido apontaram boas perspectivas de aplicagdo como teste de screening,
indicando sua potencialidade para uso em estudos ambientais.

Como opcao para organizar o trabalho, esta tese estd dividida em duas
partes, constituindo nove capitulos.

' O termo chumbo, ou Pb, refere-se, neste trabalho, as varias espécies quimicas contendo Pb,
independentemente do nimero de oxidagao, contra-ion ou presenca de ligantes.

20 termo Pb(ll) refere-se, neste trabalho, de forma indistinta as varias espécies quimicas contendo
Pb(Il).

® Em portugués, spot tests foram originalmente traduzidos como andlise de toque ou andlise de
gota. Contudo, ainda é muito mais comum referir-se a eles, mesmo em portugués, como spot tests.
Neste contexto, justifica-se a opgao pelo uso da expressao em inglés.

4Dispositivos microfluidicos em papel sdo dispositivos com barreiras hidrofébicas na superficie
porosa do papel que confinam a amostra em uma regido delimitada e promovem transporte fluidico
via fluxo lateral (LI et al., 2010; LI et al., 2012).

*Andlise digital de imagens refere-se ao emprego de programas computacionais para andlise de
imagens digitalizadas (como fotografias e imagens escaneadas) para obter dados que podem ser
utilizados na quantificagdo de compostos coloridos.
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1. Desenvolvimento de método de spot test em dispositivo microfluidico em
papel para determinacao de Pb(ll) usando andlise digital de imagens.
2. Determinacao de chumbo em solos.

A primeira parte abrange os quatro capitulos iniciais e trata dos detalhes de
desenvolvimento do método analitico. Na segunda parte, é descrito o estudo para
determinacao de Pb(ll) em amostras de diversos tipos de solos, englobando os
capitulos cinco a sete.

O primeiro capitulo traz os objetivos gerais e especificos que orientaram a
realizacao deste trabalho.

O segundo capitulo introduz uma revisdo com informacdes da literatura
sobre reacdes de spot test, com énfase na reacao entre Pb(ll) e rodizonato, e
sobre a importancia do papel como suporte reacional apontando as suas
caracteristicas e vantagens de uso, culminando com sua aplicagdo para a
producao de dispositivos microfluidicos. Também é introduzida a analise digital de
imagens, em termos de sua aplicacao para medidas de reflectancia.

O terceiro capitulo traz a descricdo da parte experimental, com os estudos
para o desenvolvimento da reacdo de spot test de Pb(ll) com rodizonato no
dispositivo microfluidico em papel para a quantificacdo usando a analise digital de
imagens. E também a validacao laboratorial, com estabelecimento de algumas
figuras de mérito do método desenvolvido.

No quarto capitulo, os resultados sao apresentados e discutidos, seguindo-
se as conclusdes relacionadas.

O quinto capitulo apresenta uma revisao bibliografica sobre a presenca de
chumbo em solos e sua interagcdo com a matriz solo, com destaque para a
importadncia das técnicas empregadas no monitoramento ambiental deste
elemento.

O sexto capitulo descreve a parte experimental de analise de chumbo em
diversas amostras de solos, incluindo a aplicacgdo do método analitico
desenvolvido. Os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos no sétimo

capitulo, juntamente com as referentes conclusodes.
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O oitavo capitulo traz as consideragbes finais da tese, salientando os
pontos relevantes que indicam perspectivas e desdobramentos do trabalho.
No capitulo nove sédo apresentadas todas as referéncias.
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1. Objetivos
1.1 Geral:

Desenvolver um método para a determinagdao de Pb(ll) em solos por
reacoes de spot test em dispositivo microfluidico em papel utilizando programas
de digitalizacao de imagens.

1.2 Especificos:

- Aplicar spot test para identificagdo e quantificacao de Pb(Il) em solucdo aquosa,
aplicando a reagdo com rodizonato de sédio.

- Determinar as melhores condigdes analiticas para a formacdo do complexo
rodizonato de chumbo utilizando dispositivo microfluidico em papel como suporte
reacional.

- Utilizar o sistema de cor RGB (Red, Green, Blue) para digitalizagao das imagens
do complexo de chumbo com rodizonato para quantificar Pb(ll), correlacionando a
intensidade de cor com a concentracao de Pb(ll).

- Realizar a validagdo laboratorial, com estabelecimento de algumas figuras de
mérito do método desenvolvido.

- Aplicar o método desenvolvido para quantificacao de Pb(Il) em solos.

- Comparar os resultados da concentracao de Pb(ll) pelo método desenvolvido
com os resultados da espectroscopia de emissdo 6tica com plasma acoplado

indutivamente.



Castro, P.P.

Tese de Doutorado

10




Castro, P.P. Tese de Doutorado 11

Parte 1: Desenvolvimento de método de spot test em
dispositivo microfluidico em papel para determinacao de
Pb(ll) usando analise digital de imagens
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2.1. Reacoes de spot test

Spot tests foram destacados e difundidos inicialmente com os trabalhos de
Fritz Feigl em suas obras Spot Tests in Inorganic Analysis (FEILG e ANGER,
1972) e Spot Tests in Organic Analysis (FEIGL e ANGER, 1975) e ainda sdao muito
utilizados em diversas areas (ZERAIK et al., 2008). Tém como aspectos favoraveis
a simplicidade, o baixo custo, 0 uso de pequenas quantidades de amostras e
reagentes, gerando, portanto, pouco residuo, além dos baixos limites de deteccéo
com caracteristicas de seletividade que atingem a especificidade em muitos casos
(FEIGL e ANGER, 1972). Por terem alta detectabilidade, spot tests podem ser
interessantes para serem utilizados na determinacdo de substancias organicas e
inorganicas em diferentes matrizes.

Sais de rodizonato vém sendo amplamente empregados como reagente
analitico para a identificacdo de Pb(ll) em pericia criminal (BARTSCH et al., 1996),
e também em andlise de radio em aguas doces (GANZERLI et al., 1997a, 1997b).
Servem também para reacdes de identificagdo de Fe(ll), Ba(ll) e Sr(ll) dentre
outros (FEIGL e SUTER, 1942). Controlando o pH do meio reacional é possivel
identificar Pb(Il) na presencga de outros ions que reagem com rodizonato (FIELG e
SUTER, 1942) e isso fundamenta a proposta deste trabalho.

Rodizonato reage com Pb(ll) para formar um complexo insoluvel (PbROD),
cuja coloracdo depende do pH. Solucdes aquosas de rodizonato apresentam
coloragao amarela ou laranja, enquanto PbROD pode precipitar sob duas formas
diferentes. Ha uma forma cristalina, 2Pb(CgOg).Pb(OH)2.H-O, obtida sob
condi¢bes acidas (pH =2,8), com coloracdo rosa avermelhado. Ha também um
sélido amorfo, PbCgOe.Pb(OH)..5H,0, de coloracao violeta azulado, que precipita
em meio neutro (FEIGL e SUTER, 1942; FEIGL e ANGER, 1972).

O reagente rodizonato de sédio é estavel por um longo periodo de tempo,
porém, em solugdo aquosa € degradado por processos oxidativos, que sao
acelerados termicamente e pela exposi¢ao a luz (CHALMERS e TELLING, 1967;
IRACI e BACK, 1988). Visando aumentar a estabilidade da solugao de rodizonato
de sddio, alguns autores propuseram modificacbes do método empregado por
FIELG e SUTER (1942), substituindo a solucédo de rodizonato preparada em agua
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por solucdo reagente preparada diretamente em tampao tartarato, pH = 2,8,
(BARTSCH et al, 1996) ou adicionando-se, a solucao de rodizonato em agua, 30%
de etanol, ou acetona, ou EDTA (CHALMERS e TELLING, 1967).

Modificacdbes no método de FIELG e SUTER (1942) também esta
relacionada com mudanca do tampé&o utilizado a fim de evitar a co-precipitacao de
outros produtos da reagdo dos anions da solugdo tampao com cations
eventualmente presentes na amostra. Pode-se citar como exemplo a propostas de
PREER e MURSCISON, 1986, que optaram pela substituicdo do tampao tartarato
de pH 2,8, por tampao citrato com pH 1,5, o que evita a precipitagdo com potassio,
comum em extratos de solos.

Ao longo dos anos, também foram propostas preparacées de papéis
reagentes impregnados com rodizonato protegido por substancias capazes de
manter sua reatividade durante o periodo de estocagem do papel. Como
exemplos, ha os trabalhos de VAITSMAN et al. (1979) e JUNGREIS e NECHAMA
(1986). No primeiro, tiras de papel de filtro foram impregnadas com rodizonato
reagido com etilenodiamina e o papel reagente obtido péde ser armazenado por
até 6 meses se mantido ao abrigo da luz e de vapores do ambiente. No segundo,
rodizonato de estréncio foi precipitado sobre o papel como forma de proteger o
reagente. O papel reagente preparado assim permaneceu estavel e reativo
mesmo apo6s 30 dias a 50 °C. Segundo os autores, apds adicao de Pb(ll) neste
papel forma-se PbROD nao cristalino, de coloracao azul-violeta. A visualizacédo da
cor caracteristica deste complexo pode ser mascarada pela presenca de
rodizonato de estroncio, porém, a adicdo de acido diluido degrada o sal de

estréncio, deixando evidente a coloragao violeta do PboROD no papel.

A identificacdo de analitos a partir de reacdes de spot tests ocorre pela
mudanca de cor de solucao ou formacéao de precipitado, sendo que, geralmente, a
quantidade do produto da reacao é proporcional a concentracao inicial de analito
na amostra (FEIGL e ANGER, 1972), o que representa potencial para exploracao
em termos quantitativos. A deteccdo de um analito em uma reacao de spot test,
realizada sobre papel envolve, na maioria das vezes, a formag¢do de um produto

colorido em uma érea irregular, ou em varias regidées na superficie do papel teste.
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YAGODA (1937) considerou vantajoso limitar a area de teste dentro de um espaco
uniforme com o auxilio de uma barreira hidrofébica, formada por parafina
incorporada nas fibras do papel. Assim, seria possivel realizar o teste em papel de
filtro sem perder a capacidade de deteccao devido ao espalhamento da mancha
colorida sobre uma grande superficie. Além disso, essa uniformidade permitiria
estabelecer relagdes quantitativas com a intensidade de coloragao.

2.2. Papel como suporte reacional

Papel € um meio fibroso composto de cadeias paralelas de polissacarideos.
Ligacdes de hidrogénio entre as hidroxilas das cadeias proporcionam regides
cristalinas, altamente ordenadas, que caracterizam a forga e insolubilidade da
celulose, enquanto regides de baixa ordenacdo sdo tidas como amorfas, e
responsaveis pela reatividade, sorcdo de agua e inchaco das fibras (ZWEIG e
SHERMA, 1971; PELTON, 2009).

O papel é um material anisotropico, ou seja, a distribuicdo da massa em
uma folha de papel geralmente ndo € constante na direcdo da espessura
(PELTON, 2009). Normalmente, as fibras tém orientacao preferencial ao longo do
sentido de que o papel foi feito, assim, o transporte ao longo de uma tira de papel
num dispositivo fluido de fluxo lateral tende a ser mais horizontal que vertical, e,
como consequéncia, a propagacao lateral de fluidos em papel € geralmente mais
rapida que espalhando vertical (CARRILHO et al., 2009).

Historicamente, papel vem sendo usado como suporte para indicadores
reativos de pH (RICE, 1912); como suporte cromatografico (CLEGG, 1950); como
suporte para reacdes de spot tests para compostos organicos e inorganicos
(FIEGL e ANGER, 1972); como dispositivo para imunoensaios (ASSIS et al., 2008)
e, mais recentemente, para a confeccao de dispositivos microfluidicos (MARTINEZ
et al., 2007, 2008a, 2008b, 2010).

O vasto uso de papel em processos analiticos deve-se a abundancia de
matéria-prima, ao baixo custo e a facilidade de aquisicdo, de impressdo, de
revestimento, de impregnacao, de estocagem em pouco espaco e, além disso, é
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um bom material filirante, facilmente biodegradavel ou queimado. Sua estrutura
porosa facilita ensaios de fluxo lateral, separacées cromatogréaficas e a aplicagéo
como dispositivos microfluidicos de baixo custo (PELTON, 2009).

2.3. Dispositivos microfluidicos em papel

A invengdo de dispositivos microfluidicos em papel (UPADs, do inglés,
Microfluidic Paper-based Analytical Devices) tem sido atribuida ao grupo de
George M. Whitesides da Universidade de Harvard, que publicou uma
comunicagdo sobre o assunto em 2007 (MARTINEZ et al., 2007), porém o
trabalho de MULLER e CLEGG (1949) pode representar a primeira aplicacdo
desses dispositivos segundo LI et al. (2012).

Em uma revisdo sobre as perspectivas dos PPADs, LI et al. (2012)
encontraram na literatura dez técnicas empregadas na fabricagdo de pPADs.
Atualmente, o uso de cera como barreira hidrofébica na construcdo de
microestruturas € uma alternativa simples e de baixo custo para a fabricacdo de
UPADs (LU et al, 2009). CARRILHO e colaboradores (2009) propuseram a
criacdo de uPADs em papel cromatografico, com micro canais e zonas de reagao
obtidas a partir de uma impressora comercial, Xerox Phaser 8560N, a base de
cera. Apos a impressao, a cera que adere a superficie do papel deve passar por
uma etapa de aquecimento, o que promove seu espalhamento uniforme vertical e
lateralmente. Isto cria uma barreira hidrofébica em toda espessura do papel com
largura maior que os padrbes impressos originalmente, com ligeira diminuicdo na
area de reacdo. A impressora usada para esta aplicacao tem custo atual da ordem
de 3.000 reais e, segundo os autores, assumindo uma cobertura de tinta de 20%
da area total, o custo total do dispositivo depende quase que inteiramente do tipo
de papel empregado, podendo variar de cerca de 0,001 délar/cm?, com papel
cromatografico Whatman, até valores muito menores com o uso de outros papéis
de baixo custo.

Os uPADs possuem aplicagdes em diversas areas dentre elas as areas de
andlise ambiental (JAYAWARDANE et al., 2012; MENTELE et al., 2012) e de
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saude e diagndésticos (MARTINEZ et al., 2007; ABE et al., 2008; ELLERBEE et al.,
2009; FENTON et al., 2009; ABE et al., 2010; DUNGCHAI et al., 2010; KLASNER
et al.,, 2010; WANG et al.,, 2010), sendo nesta Ultima a maior concentracdo de

estudos.

2.4. Analise digital de imagens como ferramenta analitica

Associar fotografia digital com programas para analise de imagem pode
representar uma opcao simples e acessivel para obtencdo de resultados
quantitativos a partir de reagdes colorimétricas (ZAMORA et al., 2011). Isso vem
sendo chamado de andlise digital de imagens e sua aplicagdo vem crescendo em
diversas areas, como em monitoramento de substancias potencialmente téxicas
(PACIORNIK et al., 2006), analise de misturas complexas (ALIMELLI et al., 2007),
controle de materiais (LOPEZ-MOLINERO et al., 2010), deteccdo de ponto final de
titulagdes (GAIAO et al, 2006); testes clinicos (BLICHARZ et al., 2008),
imunoensaios (SAPSFORD et al., 2009) e estudos bioanaliticos (ABE et al., 2008;
WANG et al., 2010).

Uma imagem pode ser entendida como o resultado de um estimulo
luminoso que, ao ser capturado por um dispositivo eletrénico, € convertido em um
arquivo numérico. A imagem pode ser amostrada em um numero finito de
posicoes de um arranjo bidimensional (x, y), o assim chamado pixel (PACIORNIK
et al., 2006). Ou seja, o pixel € o menor ponto que forma uma imagem digital,
sendo que o conjunto de milhares de pixels forma a imagem inteira.

Monitores, caAmeras digitais e scanners, normalmente, decompde a cor de
cada pixel em trés componentes: vermelho, verde e azul, no sistema de cores
denominado RGB (Red, Green, Blue), que é um dos sistemas mais conhecidos
(SCURI, 2002). Nesse sistema, cada tom de cor € definido pela combinacao de
trés variaveis: R (vermelho), G (verde) e B (azul), com valores entre 0 e 255, o que
permite uma combinacdo de 256° (ou seja, 16.777.216) tonalidades em cada pixel
(GODINHO et al., 2008).

A qualidade da imagem depende de parametros intrinsecos do

equipamento utilizado em sua captura sendo, entdo, necessério calibra-lo para
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corrigir desajustes causados pelo uso. A obtencdo de imagens por cameras
digitais depende também de fatores externos, como iluminacdo do objeto,
enquanto no caso de uso de scanners, teoricamente, a intensidade da luz emitida
€ homogénea em toda a area de digitalizacdo, sendo a escolha da resolucéao o
fator mais critico neste caso (SCURI, 2002). Porém, SCHIMIDT (1997) observou
gue as regides da imagem situadas nas posi¢cdes mais externas na area util de
digitalizacao do scanner apresentam menor intensidade de cor do que aquelas de
localizacdo central, de forma que a obtengdo das imagens deve ser realizada
sempre em uma mesma posicao, para evitar a flutuacdo de valores em funcéo da
posicao.

Com a digitalizacdo das imagens, as informacgdes das cores sdo traduzidas
em nameros, que podem ser armazenados e utilizados para calculos. A
quantificacdo de um analito a partir de analise digital de imagem, com dados de
intensidade de cor, envolve uma relacéo da luz refletida na superficie dos produtos
coloridos com sua concentracao (KOMPANY-ZREH et al., 2002; MARTINEZ et al.,
2010), apontando wuma alternativa de baixo custo para medidas
espectrofotométricas.
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Capitulo 3: Parte experimental
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3.1. Consideracoes gerais

A parte experimental esté dividida em trés fases. A primeira fase envolveu o
estudo para determinar as melhores condi¢cdes analiticas para a formacao de
PbROD, bem como a avaliagdo de diferentes materiais como suporte reacional.
Na segunda fase, foi utilizado um programa de digitalizacdo de imagens para
quantificacdo de Pb(ll) e foi avaliado a influéncia dos parametros relacionados a
este programa e a forma de aquisicao das imagens nos resultados de absorbancia
calculada. Na terceira fase, fez-se a validacao laboratorial, com o estabelecimento

de algumas figuras de mérito do método desenvolvido.

3.2. Equipamentos, materiais e reagentes.

3.2.1. Equipamentos

- Espectrofotdmetros (Pharmacia Ultrospech 2000 e HP-8452A);
- Acessorio de reflectancia (RSA-HP-84, Labsphare);

- Espectrémetro de emissao 6tica com plasma acoplado indutivamente, ICP OES,
(OPTIMA 3000DV, Perkin Elmer);

- Prensa hidraulica (Carver) e pastilhador (Parkin Elmer);
- Impressora multifuncional com scanner (Photosmart C3180 All-in-One, HP);
- Impressora com tinta a base de cera (Xerox Phaser 8560N).

3.2.2. Materiais

- Vidraria de uso comum em laboratorio;

- Cubetas de quartzo 1,0 cm de caminho 6ptico (Q4-Biocel);

- Papel de filtro quantitativo 80 g m™ (Bioline Filtros Industriais);

- Papel de filtro qualitativo 180 e 250 g m™ (Bioline Filtros Industriais);
- Microcelulose comercial (Galena);

- Papel cromatografico (Whatman n® 1);

- Micropipeta (5 a 50 uL, LABMATEsoft);

- Pipeta automatica (1,00 a 5,00 mL, Biohit, Proline Plus);

- Ponteiras para pipeta automatica;

- Filme plastico autoadesivo transparente (Vini-Tac);
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- Secador de cabelo (ST 2800 super turbo, 1800 W, Mega Professional);
- Programa DIGIMAGE (SCHIMIDT, 1997);
- Programa Origin 8.0.

3.2.3. Reagentes

- Agua deionizada (deionizador MiliPoreMili-Q Plus);
- Agua destilada (destilador de vidro);

- Rodizonato de sédio (VETEC);

- Nitrato de chumbo (ECIBRA);

- Acido L (+) tartarico (Synth);

- Hidroxido de sodio (Synth);

- Acido citrico (Synth);

- Citrato de sédio (Synth);

Todos os reagentes utilizados possuiam grau de pureza analitico.

3.3. Investigacao das condicoes de reacao de Pb(ll) com
rodizonato

Uma revisao bibliografica indicou algumas variagdes nas condi¢coes de
preparo da solucado reagente e da reacao entre Pb(ll) e rodizonato (FIELG e
SUTER, 1942; FEIGL e BRAILE, 1944 a, b; CHALMERS e TELLING, 1967;
VAITSMAN et al., 1979; PREER e MURSCISON, 1986; BARTSCH et al, 1996).
Portanto, optou-se por iniciar o estudo buscando-se condicbes adequadas de
preparo de reagentes e de reacdo, visando a aplicacdo para determinacédo de
Pb(Il) em solos.

3.3.1. Preparo da solucao de rodizonato e formacao de PbROD

Preparo da solucdo de rodizonato

Solugdes de rodizonato de sédio (ROD) foram preparadas em agua
destilada (Crop = 0,21 mmol L) e em solugdes tampao (Crop = 0,63 mmol L) de
tartarato de sédio (0,2 mol L™, pH = 2,54) e de citrato de sédio (0,2 mol L™, pH =

2,52). As solugbes preparadas foram mantidas em ambiente controlado
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(termostatizacdo a 20 + 2 € (ar condicionado) e iluminacdo ambiente) e os
espectros eletronicos (190 a 800 nm) foram monitorados por 96 horas, com
leituras, em média, a cada seis horas, para avaliar a tempo de degradagédo das

solucdes.

Formacao de PbROD

Para testes de detecgao de Pb(ll), foram preparadas solucdes de Pb(NO3).
nas concentragées: 0,32; 0,35; 0,38; 0,40; 0,44; 0,48; 0,54; 0,61; 0,69; 0,81 e
0,97 mmol L' a partir de diluicdes adequadas de uma solugdo estoque de
4,84 mmol L. Papel de filtro quantitativo (80 g m™) foi recortado em quadrados de
1,0 cm? os quais foram imersos nas solugdes de Pb(NOs),, em triplicata,
removidos e secos naturalmente em temperatura ambiente. Em seguida, para
formacdo do complexo, foram imersos em solugdes de rodizonato 9,96 mmol L,
preparadas em solugcdes tampao (citrato e tartarato de 0,2 molL' e pH=2,52 e
2,54, respectivamente) e novamente secos a temperatura ambiente.

A observacao visual dos complexos foi realizada por sete voluntarios e
como referéncia visual da cor do PbROD, utilizou-se papel preparado com solucao
de Pb(Il) 4,84 mmol L.

Para monitoramento da estabilidade do complexo em papel utilizaram-se as
amostras do complexo em papel com concentracdo Pb(ll) 4,84 mmol L™ e foram
feitas medidas da reflectancia (350 a 750nm), em média, a cada 10 horas, durante
oito dias. Como branco para as medidas foi utilizado o papel de filtro sem adicao
de reagentes.

3.3.2. Avaliacao de materiais como suporte para reacao

Estudos iniciais para avaliacdo de suporte sélido foram realizados com
papéis de filtro quantitativo (80 g m™) e qualitativo de diferentes gramaturas (180 e
250 g m™), cortados em quadrados de 4 x 4 cm. Também foram testadas pastilhas
preparadas com 35 mg de microcelulose obtidas em pastilhador de 15 mm de
didmetro e prensadas sob 4500 psi. A estes suportes, adicionaram-se 50 pL de
solucdo do Pb(ll) de 0,32 a 4,84 mmol L' (preparadas pela diluicdo adequada de
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solucdo de Pb(NOs), 4,84 mmol L"). Nos casos em que as solucdes adicionadas
ndao eram absorvidas totalmente pelo papel, o procedimento foi repetido
adicionando-se volumes menores de reagentes até um volume minimo de 15 pL.

Também foram feitos testes com pPAD, preparados utilizando impressao a
base de cera em papel cromatografico Whatman n® 1, num design com 96 areas
circulares (zonas de reacao) impressas com linha de espessura igual a 0,5 mm e
dispostas em um arranjo de 12 colunas por 8 linhas, com diametro de 6,8 mm e
distancia de 9,0 mm do centro de duas zonas. O papel impresso foi levado a
estufa a 150C por 120 segundos, para a permeacdao da cera e
impermeabilizacdo das zonas de reacdo (CARRILHO et al., 2009). Para evitar
perda de liquido por vazamento vertical, foi fixado no verso do dispositivo um filme
plastico autoadesivo transparente.

Ap6és testes variando-se os volumes de solucdes reagentes, optou-se pelo
uso de aliquotas de 10 pL no uPAD. A formacdo de PbROD em pPAD foram
testadas em duas condigbes: a primeira, reproduzindo o método proposto por

FEIGL E ANGER (1972) e a segunda com propostas de modificacao.

Formacao de PbROD com procedimentos de FEIGL e ANGER (1972)

Nas condi¢cdes descritas pelos autores, a cada zona de reacao do uPAD,
adicionaram-se 10 uL de solugéo de Pb(ll) e, em sequéncia, 10 uL de solugéo
aquosa de ROD 9,96 mmol L' seguindo-se de 10 UL de tampéo tartarato (0,2
mol L™!, pH = 2,78). Testou-se a reagéo 1) na auséncia de tampao e 2) com adi¢do
de tampao apds a secagem completa das solucdes reagentes. As solugdes de
Pb(Il) foram utilizadas nas seguintes concentragdes em mmol L™: 0,28; 0,33; 0,43;
0,55; 0,80; 1,00; 2,00; 3,02; 4,01; 5,01.
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Ajustes de condicbées para obtencao de PbROD

Em cada zona de reacdo do uPAD, adicionaram-se 10 uL de solucao de
ROD 9,96 mmol L', preparada em tampao tartarato (0,2 molL", pH = 2,78) e
secou-se com fluxo de ar sem aquecimento, usando secador de cabelo fixado a
uma distancia de 26 cm, medida a partir da base do suporte onde o papel era
posicionado, conforme ilustrado na Figura 1. O posicionamento do secador de
cabelo a esta distancia permitiu a secagem do uPAD sem perda das solucdes
reagentes por transbordamento provocado pela intensidade do fluxo de ar. O fluxo
de ar foi mantido até secagem completa e aparecimento de coloragdo amarela

intensa dos ions rodizonato, em cerca de 10 minutos.
- . ;

y

Figura 1. Esquema do sistema para secagem do pPAD com um secador de cabelo
posicionado a uma distancia de 26 cm medidos entre a saida de ar e o uPAD.

Na sequéncia, foram adicionados 10 puL de solugcdo de Pb(ll), em
concentragdes variando de 0,20 a 4,84 mmol L', em cada zona reacional,
distribuidas de acordo com a representacdo na Figura 2. Secava-se até o
aparecimento da coloracao tipica do complexo. Para cada concentragédo, foram
realizadas sete replicatas.
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Figura 2. Distribuicdo das concentracdes (em mmol L) das solucées de Pb(Il) no uPA.

A influéncia da ordem de adigdo dos reagentes na formagédo do complexo
PbROD no pPAD também foi avaliada em dois testes: 1) seguindo-se a ordem de
adicao de reagentes de FEIGL e ANGER (1972), incluindo uma etapa de secagem
em fluxo de ar sem aquecer, apds cada adicdo de reagente; 2) invertendo-se a
ordem de adicdo dos reagentes, iniciando-se pela adigdo de ROD, seguida de
adicao de Pb(ll).

Microscopia eletrénica de varredura do complexo PbROD no uPAD

Ainda com o intuito de avaliar a influéncia da ordem de adicdo dos
reagentes na formagdo de PbROD, foram obtidas microscopias eletrénica de
varredura (MEV) dos complexos formado em pPAD, utilizando-se microscopio
JSM-6360LV (JEOL) com um feixe de elétrons de 5 keV. A descricdo do conteudo
dos UPAD esta apresentada na Tabela 1. As amostras receberam cobertura de
ouro, as imagens foram obtidas com resolucao de 500, 10 e 1 um.
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Tabela 1. Descrigdo das misturas reacionais em pPAD utilizadas para MEV.

Amostra  Descricao do conteudo dos uPAD

1 Papel cromatografico

2 Papel cromatografico + 10 uL de H,O

3 Papel cromatografico + 10 pL de tampao tartarato 0,2 mol L™, pH = 2,78.

4 Papel cromatografico + 10 pL de solugéao de HCI pH = 2,78.

5 Papel cromatogréf_i100 + 10 pL de solucdo de ROD 9,96 mmol L' em tampao
tartarato 0,2 mol L™, pH = 2,78.

6 Papel cromatografico + 10 pL de Pb(ll) 0,50 mmol L

Papel cromatografico + PbROD (10 pL de solucdo de ROD 9,96 mmol L™ em
7 tamp&o tartarato 0,2 mol L', pH =278, secagem em fluxo de ar sem
aquecimento + 10 pL de Pb(Il) 0,50 mmol L).

Papel cromatografico + PbROD (10 uL de Pb(ll) 0,50 mmol L, secagem em
8 fluxo de ar sem aquecimento + 10 pL de solucdo de ROD 9,96 mmol L'em
tamp4o tartarato 0,2 mol L™, pH = 2,78).

3.4. Analise digital de imagens

Para as leituras da intensidade de cor do complexo no uPAD, utilizou-se o
DIGIMAGE, um programa de digitalizacdo de imagem desenvolvido em Visual
Basic® 6.0 por SCHIMDT (1997), que fornece arquivo de dados da intensidade de
cor no sistema RGB. Alguns parametros do programa e o modo de aquisicao das
imagens do PPAD foram testados, buscando-se condicdes adequadas para

quantificar o Pb(ll) a partir de PbROD obtido em papel, conforme descrito a seguir.

3.4.1. Avaliacao dos parametros do programa DIGIMAGE

Visando avaliar os resultados obtidos a partir de calculos com cada uma
das componentes RGB considerando-se a resposta de absorbancia para
diferentes concentracbes de Pb(ll) e a repetibilidade da andlise de spot test,
realizaram-se trés séries de experimentos para obtencao de dados para construir
curvas de calibracdo num intervalo de 240 dias (oito meses). Neste intervalo entre
cada repeticdo permite-se que seja avaliado o comportamento robusto da resposta

de absorbancia sem que ocorra o controle de algumas variaveis como clima,



Castro, P.P. Tese de Doutorado 30

intensidade de luz e habilidade adquirida pelo analista devido a repetibilidade
constante dos procedimentos analiticos.

Para a formacdo de PbROD foram preparadas solugées com concentracoes
descritas na Tabela 2, obtidas pela diluicAo adequada de uma solucdo de
Pb(NOs)2 5,01 mmol L. As misturas reacionais de cada concentragao foram feitas
em sete replicatas, utilizando-se ROD 9,96 mmol L' em tampao tartarato 0,2
mol L™, pH = 2,78.

Tabela 2. Concentracdes de Pb(ll), em mmol L”, utilizadas no procedimento para
formacgao de PbROD para avaliacdo da repetibilidade da andlise de spot test.

Concentracéo de Pb(ll) (mmol L)

Repeticao 1 0,32 049 086 240 485 - - -
Repeticbes 2 e 3 050 0,75 150 2,00 251 3,00 400 5,01

Em cada zona de reacdo do pPAD, com o auxilio de uma micropipeta
adicionaram-se 10 pyL de solugdo de ROD e secou-se sob fluxo de ar sem
aquecimento, seguindo-se a adicdo de 10 pL de solucao de Pb(ll) e de nova etapa
de secagem até o aparecimento da coloracao tipica do complexo. Foram testadas
duas formas dessa segunda etapa de secagem: secagem natural e secagem em
fluxo de ar sem aquecimento.

As leituras da intensidade de cor do complexo no uPAD foram realizadas
utilizando o programa DIGIMAGE. O programa permite que a regidao da imagem
de onde os dados sado coletados seja escolhida pelo usuario e a varredura é
realizada automaticamente para realizacdo de leitura da intensidade de cor de
todos os pixels da regido delimitada (SCHIMIDT, 1997).

Em métodos espectrofotométricos, ao invés de intensidade de cores, utiliza-
se a relacado entre absorbancia ou reflectancia com a concentracao de espécies
absorventes para construir curvas de calibracdo de acordo com a Lei de Beer
(KOMPANY-ZAREH et al., 2002). Fazendo uma aproximagao similar, os dados da
intensidade da cor para cada componente RGB, obtidos pelo DIGIMAGE, foram
utilizados na obteng¢do de um parametro que se passou a denominar absorbancia
calculada para cada componente (Ag, Ag € Ag), de acordo com a Equacao 1.



Castro, P.P. Tese de Doutorado 31

X1y

A, =—log z’;} Equagéo 1
X

n

onde: Ay = absorbancia calculada (X = R, G ou B); k = valores de intensidade de cor para
area selecionada da imagem do PbROD; n = numero de pixel; b, = valores de intensidade
de cor para a imagem do branco.

Com os dados da absorbancia calculada construiram-se curvas na faixa de
trabalho para cada componente R, G e B, que serviu para orientar a escolha da
componente de resposta mais correlacionada com a concentracdo de PbROD,
além dos seguintes parametros do programa DIGIMAGE que também foram
avaliados:

Branco

Para escolha adequada do branco no calculo de absorbancia, utilizaram-se
os dados do suporte (papel) e das zonas impregnadas apenas com solucdes de
ROD como by da Equacado 1. Os resultados encontrados foram plotados em

graficos e comparados visualmente.

Area para coleta de dados

A delimitagdo da area de reagéo nos pPADs por barreiras hidrofébicas torna
a visualizacao do complexo mais nitida, devido a area restrita para sua formacao,
porém sua distribuicdo ndo € homogénea. Cogitou-se que o tamanho da area
selecionada para a obtencao dos dados de intensidade de cor poderia afetar o
valor de Ax e, por isso, compararam-se 0s resultados de Ax de areas com raios de

24 e 12 pixels.

Para a formacdao do PbROD foram preparadas solucées nas seguintes
concentragdes: 0,15; 0,20; 0,24; 0,32; 0,49; 0,86; 2,40 mmol L' pela diluicao
adequada de uma solugdo de Pb(NOs)> 4,85 mmol L. No pPAD, as misturas
reacionais de cada concentracdo foram obtidas com sete replicatas, utilizando-se
solucdo de ROD 9,96 mmol L (em tamp&o tartarato 0,2 mol L™, pH 2,78). Ao
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todo, foram preparados sete UPADs totalizando 49 medidas de cada uma das oito
concentragdes diferentes de Pb(ll).

Em cada zona de reacdo do pPAD, com o auxilio de uma micropipeta
adicionaram-se 10 pyL de solugdo de ROD e secou-se sob fluxo de ar sem
aquecimento, seguindo-se a adigéo de 10 pL de solucao de Pb(ll) e nova etapa de
secagem até o aparecimento da coloragao tipica do complexo. Foram testadas
duas formas dessa segunda etapa de secagem: natural e com fluxo de ar sem

aquecimento.

3.4.2. Avaliacao dos parametros do scanner

Para avaliar a influéncia das condicdes de obtencdo das imagens em
scanner, no célculo de absorbancia e na precisdo dos resultados, seguiu-se um
planejamento fatorial 32 (BARROS NETO et al., 2007) variando-se condi¢des de
brilho e contraste, conforme descrito na Tabela 3. Condi¢gdes extremas de
contraste negativo e brilho positivo geraram imagens totalmente negras e brancas,
respectivamente, por isso nao foram incluidas no estudo.

Para a formacdao de PbROD foram preparadas solucées de Pb(ll) nas
seguintes concentracdes: 0,05; 0,15; 0,20; 0,24; 0,32; 0,41; 0,49; 0,86;
2,40 mmol L™", com diluicdes adequadas de solugdo de Pb(NOs), 4,85 mmol L.
As misturas reacionais de cada concentracdo foram feitas com sete replicatas,
utilizando-se solugdo de ROD 9,96 mmol L™ (tamp&o tartarato 0,2 mol L™, pH =
2,78).

Tabela 3. Condicdes das imagens obtidas em scanner com resolugéo de 200 dpi.

Condicao Contraste (%) Brilho (%)
I 0 0

Il 50 -25

1l 50 -50

v 25 -25

Vv 25 -50

VI 0 -25

\l 0 -50

VI 25 0

IX 50 0
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Em cada zona de reacao do pPAD, com o auxilio de uma micropipeta foram
adicionados 10 pL de solucdo de ROD com secagem em fluxo de ar sem aquecer
e na sequéncia, adicionaram-se 10 pL de solugéo de Pb(ll) e com nova secagem
até o aparecimento da coloracdo tipica do complexo. Na Figura 3 esta
representada a distribuicdo das concentracdes de Pb(ll) no uPAD, sendo que a
primeira coluna denominada background corresponde a coluna onde nao foram

adicionados reagentes.

Apébs a adicdo do analito, os testes foram conduzidos distintamente com

secagem natural e secagem em fluxo de ar sem aquecimento por

aproximadamente 10 minutos.
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Figura 3. Distribuicdo das concentracdes de Pb(ll), em mmol L™, no uPAD.

3.4.3. Avaliacao da influéncia do envelhecimento do papel
reagente e do complexo na absorbancia calculada

Para avaliar a influéncia do tempo de envelhecimento do uPAD impregnado
com ROD na formacgao de complexo com Pb(ll), em cada zona de reacgéo, usando
uma micropipeta, adicionaram-se 10 pL de solucdo de ROD 9,96 mmol L' em
tampao tartarato 0,2 mol L, pH = 2,78, seguindo-se de secagem em fluxo de ar

sem aquecimento. Depois, os dispositivos foram armazenados conforme as
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condi¢cOes descritas na Tabela 4. Para cada condigao prepararam-se UPADs em
duplicata.

Para a formacdao do PbROD foram preparadas solucées de Pb(ll) nas
seguintes concentracdes: 0,28; 0,33; 0,43; 0,55; 0,80; 1,00; 2,01; 3,02; 4,01;
5,01 mmol L' a partir de diluicbes adequadas de uma solucdo estoque
5,01 mmol L' Pb(NOs).. As misturas reacionais de cada concentracdo foram feitas
com sete replicatas, adicionando-se 10 pyL de solucdo de Pb(ll) em cada zona,
seguido de secagem até o aparecimento da coloracao tipica do complexo. Foram
testados os dois procedimentos de secagem apo6s a adicdo do analito: secagem
natural e secagem em fluxo de ar sem aquecimento por aproximadamente 10

minutos sendo as imagens obtidas posteriormente.

Tabela 4. Condi¢cbes de temperatura, incidéncia de luz e tempo de estocagem dos uPADs
impregnados com ROD.

Condicao Temperatura de Incidéncia de luz Tempo de

armazenamento armazenamento

. Sem protecdo contra
I Temperatura Ambiente incidéncia de luz 24 horas
Il Temperatura Ambiente P rqteAgldp contra 24 horas
incidéncia de luz

Refrigeragédo em geladeira Protegido contra
. doméstica incidéncia de luz 24 horas
v Temperatura Ambiente Sem_ protegao contra Uso imediato do pPAD

incidéncia de luz

Os uPADs mantidos sob a condicao IV (Tabela 4) foram digitalizados 4
vezes: imediatamente apds a secagem, 24, 72 e 96 horas depois, buscando-se

avaliar o envelhecimento do complexo nos resultados da Ax.
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3.5. Validacao laboratorial e algumas figuras de mérito

Precisdo

Para avaliar a precisao, foram utilizados os desvios-padrao das medidas de
Ag do complexo PbROD obtido em trés pPADs preparados em um mesmo dia. Em
cada pPAD, para uma mesma concentragdo, a reagao de complexagédo foi
realizada em 7 replicatas, formando um conjunto de 21 replicatas.

Para avaliar a precisao intermediaria, os testes foram repetidos novamente
trés vezes, com um intervalo de dois dias. Para a formagdo de PbROD foi
preparada uma curva de calibragdo com dados da reacdo de solucdes de Pb(ll)
nas seguintes concentracées: 0,05; 0,15; 0,20; 0,24; 0,32; 0,41; 0,86; 2,40 mmol L
' a partir de diluicbes adequadas de solugdo de Pb(NOs), 4,85 mmol L. As
misturas reacionais de cada concentracdo foram feitas com sete replicatas,
utilizando-se solucdo de ROD 9,96 mmol L™ (tampdo tartarato 0,2 mol L™, pH
2,78). A solucdo de Pb(NOs)» 0,49 mmol L foi utilizada como amostra externa

para calculo do erro.

Exatidao

Para avaliar a exatiddo, prepararam-se dois pPADs. O primeiro para
construgédo da curva de calibracéo linear com Pb(ll) nas seguintes concentracdes:
0,28; 0,33; 0,55; 0,68; 0,80; 0,90; 1,00 mmol L por diluiches adequadas de
solucdo de Pb(NOs)» 5,01 mmol L. E o segundo UPAD com seis amostras com
concentracdes aleatérias de Pb(ll), desconhecidas pelo analista. As misturas
reacionais de cada concentracdo foram obtidas com sete replicatas, utilizando-se
solucdo de ROD 9,96 mmol L™ (tampao tartarato 0,2 mol L™, pH 2,78).

As mesmas solucdes utilizadas para o preparo da curva de calibracao e as
amostras aleatorias foram analisadas por ICP OES nas seguintes condig¢des:
1300 W de poténcia incidente utilizando argdnio de elevada pureza para geracao
do plasma, com linha de emissdo de Pb em 220,353 nm e medidas com 3

replicatas.
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Compararam-se os resultados das concentracdes encontrados pelo método
desenvolvido com os encontrados por ICP OES, considerando-se esses ultimos
como valores de referéncia para calculo de erro. Foram aplicados os testes

estatisticos: correlacdo de Pearson e teste F.

Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacido (LQ)

A curva de calibracdo utilizada na avaliagao da exatidao foi empregada nos
céalculos de LD e LQ. As Equacées 2 e 3 foram aplicadas para calcular valores de
LD e LQ. A Equacao 2 segue a recomendacao da IUPAC (THOMPSON et al.,
2002) e a Equacédo 3 leva em consideragcao a propagacao de erros para calcular
LD (LONG e WINEFORDNER, 1983). Para calculo de LQ, seguiu-se a
recomendagdo da IUPAC e aplicou-se k=10 para ambas as equacoes
(THOMPSON et al., 2002).

_kxsd,

m

LD Equacao 2

onde: k=3 para um nivel de confianca de 99,86%,sds € 0 desvio-padrao do
branco e m é a inclinacao da curva de calibragdo (coeficiente angular).

kx(sd? +sd? + (L) sd?)”
m

LD = Equacéo 3

m

onde: k=3 para um nivel de confiangca de 99,86%; sds € 0 desvio-padrdo do
branco, sd; é o desvio padrao do coeficiente linear, i € o coeficiente linear, m é o
coeficiente angular e sd, € o desvio-padrao do coeficiente angular.

Avaliacao de interferentes

Foi preparada uma solugdo de Pb(ll) 0,45 mmol L' a partir de diluicdo
adequada de solugdo de Pb(NOs), 5,01 mmol L. Solugdes estoque de Cd(ll),
Ba(ll) e Sr(ll) foram preparadas a partir de seus nitratos nas respectivas
concentracdes 9,04, 4,89 e 4,87 mmol L. Por meio de diluicdes adequadas
prepararam-se solucdes de cada interferente nas concentragées 0,23; 0,45; 2,25 e
4,50 mmol L. Tomando-se a solucdo de Pb(ll) 0,45 mmol L' como referéncia,

prepararam-se solucdes do analito juntamente com cada interferente adicionando-
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se a baldes volumétricos de 10,00 mL volumes adequados de solucdes estoques
de Pb(ll) e de cada interferente, individualmente, para atingir a concentragao final
da solugéo nas proporcdes de 1:0,5, 1:1, 1:5 e 1:10. Para cada interferente foram
preparados dois UPADs com duas formas de secagem apés adicdo do analito:
natural ou sob fluxo de ar sem aquecer. As misturas reacionais de cada
concentragdo de cada analito foram feitas em sete replicatas, utilizando-se
solucdo de ROD 9,96 mmol L™ (tampdo tartarato 0,2 molL", pH 2,78). Para
formagao dos complexos, adicionou-se uma aliquota de 10 uL de ROD, seguindo
secagem sob fluxo de ar sem aquecimento, adicdo de 10 pL de solugéo contendo
o analito e posterior secagem. Na Tabela 5 estdo representadas as distribuicdes
das solucdes utilizadas na avaliacao de interferentes nas colunas do pPAD.

Para construcdo da curva de calibragdo foram utilizadas solugdes de Pb(ll)
nas seguintes concentracoées: 0,28; 0,33; 0,43; 0,55; 0,68; 0,80; 1,00; 2,00; 3.02;
4,01 mmol L', com diluicdes adequadas de solucdo de Pb(NOs), 5,01 mmol L°
'. As misturas reacionais de cada concentracdo foram feitas com sete replicatas,
utilizando-se solucdo de ROD 9,96 mmol L™ (tampdo tartarato 0,2 mol L™, pH
2,78). Para formagao de PbROD, adicionou-se uma aliquota de 10 uL de ROD,
secou-se sob fluxo de ar sem aquecimento, juntaram-se 10 pL de Pb(ll) e
procedeu-se a secagem: natural ou sob fluxo de ar sem aquecer até secagem

completa, aproximadamente 10 minutos.

Tabela 5. Distribuicdo das solugdes utilizadas na avalicao de interferentes nas colunas do
UPAD.

Coluna  Solugéo adicionada Coluna Solugéo adicionada
1 Background 7 M(Il) = 2,25 mmol L
2 ROD 8 M(Il) = 4,50 mmol L
3 ROD + H.0O 9 Pb(ll): M(ll) = 1:0,5
4 Pb(Il)= 0,45 mmol L 10 Pb(ll): M(Il) = 1:1

5 M(Il) = 0,23 mmol L 11 Pb(ll): M(Il) = 1:5

6 M(ll) = 0,45 mmol L 12 Pb(ll): M(Il) = 1:10

M(Il) corresponde a Cd(Il) ou Ba(ll) ou Sr(ll); Pb(Il): M(ll) indica a proporgao da mistura
entre analito e interferente.
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Os resultados de concentracao de Pb(ll) na auséncia e presenca de cada um
dos interferentes estudados foram comparados estatisticamente pelo teste t
student a 95 e 99% de confiancga.
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Capitulo 4: Resultados e discussao
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4.1. Condicoes de reacao de Pb(ll) com rodizonato e suporte
reacional

4.1.1. Preparo da solucao de rodizonato e formacao do complexo
de Pb(ll)

Preparo da solucdo de rodizonato

Na literatura ha relatos envolvendo reacdes de oxi-redugdo do acido
rodizénico a acido croconico tanto em meio fortemente acido (GELORMINI e
ARTZ, 1930) quanto em meio alcalino em presenca de oxigénio e luz ultravioleta
(IRACI e BACK, 1988; ZHAO e BACK, 1991). Um esquema da sequéncia de
oxidacao a partir do acido rodizdnico esta representado na Figura 4.

(0] 0] 0

HO OH 0 OH o o
[O] [Q]
W —p + CO2
HO OH >~ 0 OH

HO OH
0] o

A oA Acido crocénico
Tetrahidroxiquinona Acido rodizonico

+ H20

(0] Triquinolina

Figura 4. Esquema da sequéncia de oxida¢do do &cido rodizdnico a &cido crocdnico.
Adaptado de GELORMINI e ARTZ, 1930.

Durante o monitoramento da solugdo aquosa de ROD 0,21 mmol L™,
observou-se uma queda na absorbancia entre 480 e 485 nm, indicando
degradacao do rodizonato, com geracao de triquinolina, absorbancia crescente em
280 a 285 nm (CHALMERS e TELLING, 1967), conforme pode ser observado na
Figura 5A. A absorbancia medida em 480 nm apresentou uma reducao de sinal de
92% apos intervalo de 2 horas (Figura 5B). CHALMERS e TELLING, 1967,
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observaram que a decomposicdo de solugdo 0,10 mmol L' de ROD em &gua

destilada foi completa em 36 horas, mas a produc¢ao de 4cido croconico, sinal em

365 nm, ndo foi completa até ter decorrido sete dias, o que pode explicar a

auséncia de sinal crescente neste comprimento de onda.
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Figura 5. (A) Espectros eletronicos da solu¢gdo de ROD em agua, obtidos no intervalo de
120 minutos. (B) Decaimento da absorbancia em 480nm dessa solugdo de ROD no

referido intervalo.
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Nas solugbes de ROD 0,63 mmolL" tamponadas, houve 49 % de
decaimento em 45 h no tampao citrato e 51 % em 28 h no tampao tartarato (Figura
6). Isto indicou que a preparacédo da solugdo de ROD tamponada favorece sua
estabilidade, analogo as observacées de BARTSCH et al. (1996), que relataram
que solucdes de rodizonato, 0,05 mmol L™, sdo mais estaveis em meio &cido, pH
< 3,0 e a taxa de decomposicdao da mesma € maior quando preparada em agua
(decomposicdo em 1 hora) do que quando preparado diretamente em tampéo
tartarato, pH = 2,8 (decomposicao em 10 horas). Os autores também apontaram
degradacdo mais lenta de solugbes concentradas, como pode ser visto nos
resultados encontrados.
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Figura 6. Monitoramento, durante 96 horas, do decaimento da absorbéncia da solugao de
ROD em tampao citrato (M) e tampao tartarato (A) em 318 e 322 nm, respectivamente.

Pelo menos dois fatores podem afetar a estabilidade do rodizonato: pH e
presenca dos anions citrato e tartarato. Embora néo tenha sido feita avaliagéo
sistematica da influéncia do pH, os resultados sugerem que ao se preparar a
solugdo de rodizonato em tampao, a presengca de H* no meio favorece a
protonagao dos ions rodizonato, podendo coexistir a forma de acido rodizénico ou
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tetrahidroxiquinona, o que retarda o processo de oxidagdo para formacgao de
triquinolina (Figura 4, pagina 41). Quanto maior o numero de grupos carboxilicos
nos anions (citrato e tartarato), maior seria a capacidade de liberar H* para o meio,
0 que explicaria a solugédo de rodizonato ser menos degradada em tampé&o citrato
(triacido) que em tartarato (diacido).

Formacéao do complexo PbROD

Durante a avaliacdo da estabilidade do complexo PbROD formado em
papel (Figura 7), observou-se que a coloragdo avermelhada de PbROD manteve-
se estavel durante 192 horas de monitoramento.

Figura 7. Foto dos papéis contendo PbROD formado a partir de ROD 9,96 mmol L e
Pb(ll) 4,84 mmol L' em tampé&o de citrato (A) e tartarato (B).

A reflectancia maxima medida para o complexo formado em tampao citrato
foi 0,250 em 538 nm e para o tartarato foi 0,470 em 543 nm (Figura 8). A formacao
heterogénea de PbROD na superficie do papel, associada a pequena area de
leitura do acessério utilizado, circulo de 6 mm de diametro, (Figura 9) resultaram

em medidas de reflectdncia com desvios-padrao elevados.
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Figura 8. Espectro de reflectancia do complexo PbROD formado a partir de ROD
9,96 mmol L™ e Pb(Il) 4,84 mmol L' em tampao de citrato e tartarato.

Botdes de digitalizacao

Porta de reflectancia

Fios conectores ao RSA-HP-84

Figura 9. (A) Representagdo esquematica do acessorio de reflectancia Labsphare RSA-
HP-84. (B) Representacgao frontal da area selecionada em A; o circulo central é o orificio
com didmetro de 6 mm por onde incide a luz para as medidas de reflectancia.

Nos testes de deteccdo visual de Pb(ll) dos produtos apresentados na
Figura 10, considerou-se como resultado positivo a visualizacdo da cor
caracteristica do complexo em pelo menos uma das replicatas de cada
concentragao avaliada. Os voluntérios relataram dificuldades para distingao visual
das amostras de PbROD em tampao citrato, devido a coloracao heterogénea, o

que nao aconteceu nas amostras com tampao tartarato. Isto se deve,
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provavelmente, a presencga dos anions citrato que podem competir por ions Pb(ll)
e desfavorecer a formagédo do complexo PbROD.

Pb (1)
(mmol L) 0,32 0,35 0,38 0,40 044 048 0,54 0,61 0,69 0,81 0,97 4,84

ROD em

ROD em
tamp3do tartarato tamp3o citrato

Figura 10. Testes para a deteccéo visual PbROD, formado a partir de ROD 9,96 mmol L™
em tampéao de citrato e tartarato em diferentes concentragbes de Pb(ll).

Os voluntarios obervaram a presenca de PbROD a partir de 0,69 mmol L™
de Pb(ll) em tampao citrato e de 0,35 mmol L™ de Pb(ll) em tamp3o tartarato. Tais
resultados apontaram perda na detectabilidade da analise quando se preparou a
solugdo reagente em tampdo citrato, confrontando com os de PREER e
MURSCISON (1986), que recomendaram o uso de tampao citrato em substituicdo
ao tampao tartarato. Tais resultados reforcam a proposta de BARTSCH et. al
(1996) que sugeriram que a interagdo de ions tartarato favorece a formacao de
PbROD.

Estes testes serviram para indicar as condigbes adequadas para formagao
de PbROD. Portanto, a partir deste ponto, passou-se a utilizar solucdo de ROD
9,96 mmol L!, preparada em tampdo tartarato 0,2 molL", com pH entre
2,78 e 2,80.
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4.1.2. Investigacao do suporte para reacao

No estudo de suportes para a reacao, consideravam-se dois requisitos: 1) a
mancha colorida do complexo deveria situar-se de forma homogénea numa Unica
regiao e 2) as diferentes concentracdes de Pb(ll) deveriam ser possiveis de serem
identificadas visualmente por diferencas na intensidade de cor da mancha.

O espalhamento lateral dos fluidos em papel é mais rapido do que o vertical
devido ao direcionamento das fibras tenderem a ser mais horizontal do que
vertical, o que explica o insucesso de se utilizar os papéis de filtros com
gramaturas de 80, 180 e 250 g m™ como suportes para reagao.

Em papéis de filtro com as gramaturas de 80 e 180 g m?, a espessura do
papel nao permitiu absorcdo completa das solucdes aplicadas. Além disso, as
manchas de complexo ndo apresentaram uniformidade (Figura 11), o que
dificultou a visualizacdo das cores, principalmente para concentracdes de Pb(ll)
abaixo de 0,40 mmol L. A dispersdo da mancha ocorreu mesmo quando se
reduziu o volume de cada reagente de 50 para 15 pL.

Papel de filtro com 250 g m® absorveu completamente os reagentes
aplicados (50 pyL) e a maior gramatura do papel diminuiu também o fluxo lateral,
tornando a mancha mais uniforme e centralizada (Figura 12). Porém, o
aparecimento da cor s6 ocorreu apos 30 minutos, aproximadamente. Visando
acelerar o processo de aparecimento da cor, optou-se por secar o papel com fluxo
de ar quente (secador de cabelos), no entanto, observou-se uma diminuicdo na
detectabilidade, provavelmente devido a degradacdo do rodizonato pelo
aquecimento (CHALMERS e TELLING, 1967; IRACI e BACK, 1988).

A utilizagao de pastilhas de microcelulose como suporte reacional, também
nao foi adequada, pois embora houvesse uma completa absor¢cao dos reagentes,
foi dificil visualizar diferengas na intensidade de cor e surgiram trincas apés a

adicao dos reagentes.
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Figura 11. Formacdo de PbROD em papéis com gramatura 180 e 250 g m? (papéis da
esquerda e direita, respectivamente). Concentragdo de Pb(ll) = 2,42 mmol L™.

No uPAD, as restricbes impostas pelas barreiras hidrofébicas mostraram-se
adequadas para a proposta do trabalho, impedindo a propagacédo lateral dos
fluidos e, consequentemente, proporcionando manchas mais uniformes em uma
area pré-definida, o que facilitou a distingdo visual das diferentes intensidades de
coloracao (Figura 12).

Figura 12. Imagem do pPAD contendo PbROD formado com ROD (9,96 mmol L' em
tampao tartarato) e diferentes concentragdes de Pb(Il), com a distribuicdo nas zonas de
reacao conforme apresentada na Figura 2 (pagina 28).

Formacao de PbROD com procedimentos de FEIGL e ANGER (1972)

Ao se tentar reproduzir o teste descrito por FEIGL e ANGER (1972), obteve-
se o complexo de coloracao violeta, formado em meio neutro e, apés a adicéo de
tampdo, n&o ocorreu outra mudanga que indicasse a formacdo do complexo
PbROD de coloracdo avermelhada. Tal situagdo persistiu mesmo com
modificacdbes no momento de adicdo do tampéao tartarato (imediatamente apés
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adicao de rodizonato, adicdo apds a secagem do papel ja contendo o analito e o

agente complexante e também sem adicionar o tampao). Na Figura 13, pode ser

observada a distribuicio do complexo violeta PbROD formado em upPAD

utilizando-se diferentes concentragdes de Pb(ll) e seguindo-se o procedimento de
complexagéao descrito por FEIGL E ANGER (1972).
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Figura 13. Distribuicdo do complexo PbROD no uPAD formado a partir de diferentes
concentracdes de Pb(ll), em mmol L, seguindo o procedimento descrito por FEIGL E

ANGER (1972).

Na descricdo do método, os autores (FEIGL E ANGER, 1972) néao
mencionam os anions da solugdo de Pb(ll). Nos trabalhos de FEIGL e BRAILE

(1944a, 1944b), os autores recomendaram a formacao do complexo vermelho de

PbROD para quantificacdo de Pb(ll). Para isso, indicam a separacao de Pb(ll)

como sulfato, seguindo-se dissolu¢cdo em solucao de acetato de amoénio acidulada

com acido acético e s6 entdo complexagdo com ROD.

Com essa indicagao, passou-se a questionar a formagao de um complexo

diferente devido a presenca de ions nitrato, proveniente do sal utilizado no preparo

das solucdes de Pb(ll). fons nitrato, eventualmente, poderiam impedir o rearranjo

na estrutura do complexo, apds a adicao de tampao tartarato, impossibilitando a
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formagdo de PbROD. Pode-se considerar que, neste caso, os ions tartarato
agiriam como um complexante previamente a reagcdo com rodizonato, impedindo a
formacao de outros compostos com Pb(ll) a partir dos demais ions presentes em
solucéo.

BARTSCH et. al (1996) indicaram outra evidéncia da influéncia de anions
na formacao de PbROD. Eles apontaram que ao aspergir HCI 5% v/v ao papel
contendo o complexo avermelhado de PbROD, a coloracdo muda para azul-
violeta. Este procedimento é utilizado como teste comprobatério para presenca de
Pb(ll) em analises forenses.

Ajustes de condicées para obtencdo de PbROD

Considerando os resultados ja descritos, optou-se por modificar o preparo
da solucdo reagente (preparando o ROD diretamente na solugdo tampao de
tartarato) e mudar a ordem de adicdo dos reagentes. Seguindo-se a ordem de
adicdo de reagentes descrita por FEIGL e ANGER (1972), observou-se que o
complexo formava-se no limite do circulo, o que dificultava a visualizagdo, sendo
possivel a deteccdo visual para concentracdo de Pb(ll) inferiores a 0,69 mmol L.
Iniciando-se a sequéncia de adicao de reagentes com ROD, seguido de secagem
e posterior adicao de Pb(ll), observou-se que a distribuicdo do complexo sobre o
papel foi mais centralizada, com visualizacdo do complexo a partir da
concentracdo de Pb(Il) = 0,20 mmol L™, conforme pode se observado na Figura
14,
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Y

Figura 14. Imagens dos pPADs contendo PbROD formado com ROD (9,96 mmol L™ em
tampao tartarato) e diferentes concentragdes de Pb(Il), com a distribuicdo nas zonas de
reacdo conforme apresentada na Figura 2 (pagina 28). (a) Sequéncia: adigao de Pb(ll)
seguido de secagem e posterior adicao de ROD. (b) Sequéncia: adicao de ROD seguido
de secagem e posterior adi¢cao de Pb(ll).

Estes resultados apontaram que provavelmente houvesse ocorréncia de
interacdes diferentes entre o papel do uPAD e cada um dos reagentes utilizados
na formacao de PbROD.

Microscopia eletrénica de varredura do complexo PbROD no uPAD

Como foi demonstrado no item anterior, a ordem de adicao dos reagentes
afeta a formacdo do complexo e ao se adicionar o analito antes do agente
complexante, observa-se uma menor detectabilidade do complexo. Na tentativa de
buscar uma explicacédo para este fato observou-se as singularidades das imagens
da superficie do uPAD obtidas pela MEV (Figuras 15, 16 e 18) das misturas
reacionais apresentadas na Tabela 1 (pagina 29). Na Figura 15, pode-se observar
gue a adi¢ao de solventes ao uPAD promove um distanciamento entre as fibras do
papel. Embora isto possa ser observado independentemente da natureza do
solvente adicionado, para a adicdo de tampao tartarato este distanciamento é
menos pronunciado (Figura 15D).
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Figura 15. MEV da superficie do pPAD com aumento de 30 vezes. A - Papel
cromatografico; B - Papel cromatografico + 10 pL de H,O; C - Papel cromatografico+ 10
pL de solugao de HCI pH = 2,78; D - Papel cromatografico + 10 uL de tampao tartarato 0,2
mol L™, pH = 2,78.

Nas Figuras 16A e 16B estdo apresentadas as superficies do pPAD
contendo os reagentes, adicionados individualmente, ROD (Figura 16A) e Pb(ll)
0,50 mmol L (Figura 16B). Nas Figuras 16C e 16D estdo apresentadas as
superficies do uPAD contendo PbROD. O produto visualizado na Figura 16C foi
obtido a partir da adi¢ao inicial de ROD, seguido de secagem para posterior
adicdo de Pb(ll) 0,50 mmol L, enquanto que o produto representado na Figura
16D foi obtido invertendo-se a ordem de adicdo dos reagentes. Na Figura 16D,
observou-se a formag&o de micro cristais nas fibras do papel, o que deve
corresponder, provavelmente, a cristais de ROD que nao reagiram com Pb(ll) ou a
sitios de aglomeracdo de ROD devido a reacado incompleta com o analito. Como
nao foi observada a formacdo de cristais nas Figuras 16A e 16B, que
correspondem a adicdo individual dos reagentes, descarta-se a hip6tese dos
cristais observados serem originarios de ROD ou Pb(ll).
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Superficies de papel saturadas com &gua compreendem um meio
ligeiramente anidnico, formado por celulose amorfa inchada e hemicelulose.
Sendo assim, particulas coloidais de carga negativa possuem pouca tendéncia de
adsorgcdo sobre superficies molhadas de lignocelulose, enquanto espécies
positivamente carregadas tém uma forte tendéncia para adsorverem em fibras de
celulose umidas (PELTON, 2009). Assim, a adicao de ROD previamente a adicao
de Pb (Il) deve promove interac¢des do tipo ligacées de hidrogénio entre os grupos
hidroxilicos do papel e os oxigénios de ROD. Este tipo de interacado é fraca o
suficiente para ser rompida, ou parcialmente rompida, com adi¢cao de Pb(ll) para
formacao de PbROD.

Figura 16. MEV da superficie do pPAD com aumento de 1000 vezes. A - Papel
cromatografico + 10 pL de solugdo de ROD 9,96 mmol L'em tamp#o tartarato 0,2 mol L™,
pH=2,78.; B - Papel cromatografico+ 10 pL de Pb(ll) 0,50 mmol L'; C - Papel
cromatografico + PbROD (10 uL de solugdo de ROD 9,96 mmol L'em tampéo tartarato
0,2 mol L, pH = 2,78, secagem em fluxo de ar sem aquecimento + 10 uL de Pb(ll) 0,50
mmol L™); D - Papel cromatogréafico + PbROD (10 pL de Pb(ll) 0,50 mmol L, secagem
em fluxo de ar sem aquecimento + 10 pL de solucdo de ROD 9,96 mmol L' em tamp&o
tartarato 0,2 mol L™, pH = 2,78).
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Por outro lado, a adi¢gao de Pb(ll) diretamente ao papel pode promover forte
adsorcao nas fibras de celulose, o que deve diminuir a disponibilidade do analito
para reacdao com ROD e, por isso, prejudicar a formacao de PbROD. Apés se ligar
aos grupos hidroxilicos do papel umido, Pb(Il) ndo fica completamente disponivel
para reagir com ROD, podendo ligar-se parcialmente a grupos hidroxilicos do
papel e parcialmente ao oxigénio do ROD. A proposta desta reagdo incompleta

esta representada genericamente na Figura 17.

O:; r}:O
Pb PO O
O- O.! 0 O,'
o + Pol - 0 o .
: O- + O-
0 O-
OH
OH S OH
Papel umido Pb(l1) adsonvido no papel ROD Sitio de aglomeracéo do ROD

Reacéo incompleta entre ROD e Pbyll)

Figura 17. Representacdo genérica e simplificada da proposta da reacdo incompleta
entre Pb(ll) e ROD.

Com a saturacéo das fibras de celulose por Pb(ll) o excesso de analito, que
esta totalmente disponivel para reagir com ROD, migra, via fluxo lateral, para as
bordas da barreira hidrofébica da area de reacao, o que justifica a formacao de
PbROD preferencialmente nesta regiao (Figura 14A, pagina 51).

Na Figura 18 estdo representadas as imagens do YPAD contendo os
aglomerados de cristais de ROD parcialmente reagidos com Pb(ll). Formados a
partir da mistura de 10 pL de solugdo de Pb(Il) 0,50 mmol L™, secagem em fluxo
de ar sem aquecimento + 10 pL de solugdo de ROD 9,96 mmol L' em tampao
tartarato 0,2 mol L™, pH 2,78.
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Figura 18. MEV da superficie do uPAD contendo papel cromatografico + (10 uL de Pb(ll)
0,50 mmol L', secagem em fluxo de ar sem aquecimento + 10 uL de solugdo de ROD
9,96 mmol L'em tampé&o tartarato 0,2 mol L, pH = 2,78). D1: aumento de 2000 vezes;
D2: aumento de 10000 vezes.

Estes resultados, levaram a opcgédo pelo uso de pPAD como suporte
reacional, adotando-se como procedimento para formagdo de PbROD a adicdo
inicial de ROD, seguindo-se de secagem em fluxo de ar sem aquecimento, adi¢cdo
da solucao de Pb(ll) e nova etapa de secagem, estudada em duas condicées.

Apés estabelecidas as condicdes para reacao entre Pb(ll) e ROD,
prosseguiu-se o estudo para a quantificacdo do PbROD utilizando-se analise
digital de imagens.

4.2. Analise digital de imagens

4.2.1. Avaliacao dos parametros do programa DIGIMAGE

A sequéncia de resultados apresentados a seguir refere-se aos
procedimentos experimentais que foram conduzidos buscando as melhores
condic¢des para quantificagcdo do analito.

As componentes B e G apresentaram maior variacdo de A em funcao do

aumento da concentracao de Pb(Il) conforme pode ser observado na Figura 19.
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Figura 19. Variacdo de A, a partir das componentes (m) R, (¢) G e (A) B para PbROD
obtido a partir de diferentes concentragdes de Pb(ll) na condicdo de secagem em fluxo de
ar sem aquecer.

Foi observada variacdo no perfil dos resultados de Ax da componente B,
enquanto que os resultados da componente G mantiveram a mesma tendéncia de
variagdo, como pode ser observado pela Figura 20. Isso apontou que a resposta
de Ax da componente G parece ser mais robusta, o que justificaria sua escolha

para aplicagdo em propostas de quantificacao.
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Figura 20. Variagdo de absorbancia calculada (Ag € Ag) em fungdo do aumento da
concentracao de Pb(ll) a partir dos dados das imagens obtidas pela reacdo de 10 pl de
solucdo de ROD 9,96 mmol L' (em tampao tartarato 0,2 mol L' ,pH 2,78) secagem sob
fluxo de ar sem aquecimento e adicdo de solucdo de Pb(ll), seguido de mesmo
procedimento de secagem em trés repeticoes, (m) Repeticdo 1, (o) Repeticdo 2 e (A)
Repeticdo 3, com intervalos de 240 dias. (A) Ag a partir da componente B e (B) Ag a
partir da componente G. As barras representam a estimativa do desvio padrao para um
conjunto de 7 replicatas.

Escolha do branco

Na Figura 21, estdo apresentados os resultados de Ag a partir do uso do
papel com e sem impregnacéo do ROD como branco.

Embora os resultados médios de absorbancia sejam semelhantes, os
desvios sdo maiores utilizando-se papel impregnado com rodizonato como branco.
Isso fica destacado apenas na condicdo de secagem natural, que é menos
uniforme e pode aumentar a distribuicdo irregular dos reagentes e do produto
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formado sobre o papel. Portanto, a utilizacdo do suporte como branco foi mais
adequada para ambas as situacbes de secagem.
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Figura 21. Variacdo de Ag com a concentragéo de Pb(ll) a partir dos dados das imagens
obtidas pela reacdo de 10 ul de solugdo de ROD 9,96 mmol L (em tamp&o tartarato 0,2
mol L™, pH 2,78) seca sob fluxo de ar sem aquecimento e adicdo de solucdo de Pb(ll),
seguido de secagem usando (m) papel e (e) papel com rodizonato como brancos (0% de
absorbéancia). (A) Condicao de secagem em fluxo de ar sem aquecimento. (B) Condigcéao
de secagem natural. As barras representam a estimativa do desvio padrao para um
conjunto de 7 replicatas.

Do ponto de vista pratico, o processo de secagem do papel sob fluxo de ar
sem aquecer é mais vantajoso, pois, além de aumentar a velocidade analitica
proporciona uma distribuicdo mais homogénea do complexo sobre o papel, o que
diminui a dispersao dos resultados. Por outro lado, a secagem natural por ser mais
simples, pode ser mais adequada em uma situagcdo em campo. Além disso, o
processo mais lento aumenta o periodo de interacdo entre os reagentes, o que
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pode ser vantajoso para baixas concentracées de analito. Mais detalhes desta
discussao estao apresentados na segunda parte desta tese.

Area delimitada para varredura dos dados

SCHIMIDT (1997) avaliou a precisao das medidas de intensidade de cor
com o DIGIMAGE, aplicando corante violeta acido em cromatografia em papel. Ele
concluiu que a precisdo diminui com o aumento da area de selecao, devido a
heterogeneidade do papel cromatografico, que leva a um espalhamento de luz
diferente para cada aquisicdo de uma nova imagem. O mesmo nao foi observado
na comparacao dos resultados obtidos pela selecdo de areas com raios de 12 e
24 pixels nas zonas de reacado, aplicando-se o teste F (p < 0,05), conforme
indicam os resultados da Tabela 6. Provavelmente, a restricao fisica imposta pelas
barreiras de cera que delimitam uma zona de reacao menor no uPAD representa

um diferencial favoravel em comparacdo com o resultado da cromatografia em

papel.

Tabela 6. Médias de Ag de 49 medidas de cada concentragao para raios de 12 e 24 pixels
das areas selecionadas nas zonas de reagao.

Concentracdo de _Raio de 12 pixels Raio de 24 pixels Teste F

Pb(Il) (mmol/L) Ag c o (%) Ag 9 S (%) Fealculado  Fiabelado
0,15 0,16 0,03 16 0,17 0,03 17 0,73

0,20 0,17 0,03 19 0,18 0,03 18 1,07

0,24 0,19 0,03 16 0,20 0,03 15 1,03

0,32 0,23 0,04 16 0,24 0,04 18 0,71 408
0,49 0,28 0,04 14 0,27 0,03 12 1,53 ’

0,86 0,35 0,03 8,7 0,36 0,08 22 0,14

2,40 0,59 0,05 8,0 0,56 0,05 93 0,83

4,85 0,8 0,1 14 0,74 0,09 12 1,53

¢ = Desvio padréo; o, = Desvio-padrao relativo.

4.2.2. Avaliacao dos parametros do scanner

A Figura 23 corresponde as imagens obtidas em scanner no dia da
realizacdo do ensaio. A distribuicdo das concentragcdes no uPAD estd de acordo
com a descricdo da Figura 3 (pagina 33) e os parametros para digitalizacdo das
imagens estdo na Tabela 3 (pagina 32).
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Nas condi¢des VIIl e IX descritas da Tabela 3, ndo foi possivel obter
imagens visiveis, o que comprometeu o estudo do conjunto do planejamento
fatorial e a avaliagdo do efeito dos fatores nas medidas, por isso o planejamento
fatorial foi abandonado. Optou-se, entdo pela avaliagdo individual das imagens
obtidas, apresentadas na Figura 22, considerando-se como critérios para escolha
da condigdo adequada resultados com desvios relativos menores (c;) que 15 % e

maiores valores de Ag.
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Figura 22. Imagens do pPAD obtidas no dia da reacdo. Os numeros em algarismos
romanos representam a condicdo de obtencdo da imagem descritos na Tabela 3 (pagina
32). A distribuicdo das concentracdes de Pb(ll) no uPAD seguem a descrigao da Figura 3
(pagina 33).
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Na Figura 23, pode-se observar que mantendo o brilho constante
(Condigdes IV e VI) e modificando o contraste ndo ha variagcdo em Ag, enquanto
gue mantendo o contraste constante (Condicdes IV e V) e variando o brilho, Ag
aumenta quando ha reducao no brilho (Condicdo V). Isto pode ser explicado
devido ao brilho de cada pixel, assim como a cor, ser formado por um valor
compreendido entre 0 e 255, quanto maior este valor mais claro o pixel aparecera
e quanto menor mais escuro (ANDREWS, 2002). Assim, ao se reduzir o brilho a
imagem torna-se mais escura com o0s valores numéricos aproximando-se de 0 e
de acordo com a Equacéo 1, valores numéricos menores, no termo I, resultam em
maior resposta de Ag, 0 que justifica maiores valores de Ag para a condi¢do V. Os
resultados obtidos nas condicdes | e VI apresentaram o< 15 %, sendo que os
valores de Ag na condicao VI foram maiores que aqueles obtidos na condicao |,
conforme pode ser observado na Figura 23. Os valores de o, ha condi¢ao | foram

0,4 a2,2% e 0,4 a 3,5% na condigdo VI, com 7 replicatas.
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Figura 23. Variacdo de Ag com a concentragdo de Pb(ll) a partir dos dados das imagens
obtidas pela reacdo de 10 ul de solugdo de ROD 9,96 mmol L (em tamp&o tartarato 0,2
mol L",pH 2,78) seguido de secagem em fluxo de ar sem aquecimento e adicdo de
solugcdo de Pb(ll), seguido de mesmo procedimento de secagem, adquiridas nas
condicoes A (Condicdo V: 25% de contraste e -25% de brilho), ® (Condicao IV: 25% de
contraste e -50% de brilho), ¥ (Condicdo VI: 0% de contraste e -25% de brilho) e m
(Condicao I: 0% de contraste e 0% de brilho). As barras representam a estimativa do
desvio padrao para um conjunto de 7 replicatas e ndo podem ser visualizadas por serem
menores que 0s pontos.
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4.2.3. Avaliacao da influéncia do envelhecimento do papel
reagente e do complexo na absorbancia calculada

Na avaliacdo da influéncia do envelhecimento do papel reagente na
resposta da absorbancia calculada, observou-se que entre os PPADs
armazenados por 24 horas (Tabela 4, pagina 34), apenas aqueles mantidos sob
refrigeracdo e protegdo contra a incidéncia de luz desenvolveram cor ao se
adicionar Pb(ll).

Solucdo de ROD é decomposta termicamente e em condicbes de
luminosidade (IRACI e BACK, 1988; ZHAO e BACK, 1991) e constatou-se que a
decomposicdo de ROD é acelerada, especialmente se o sal encontra-se
distribuido nas fibras do papel, como relatado previamente por FIELG e SUTER
(1942). Comparando os pUPADs utilizados imediatamente ap6és a aplicagdo do
reagente e estocado por 24 horas sob refrigeracao e protegido da luz (Figura 24),
observou-se a presenca visual de PbROD a partir das concentragdes de Pb(ll)
iguais a 0,28 e 0,43 mmol L™, respectivamente.
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Figura 24. Comparagdo das imagens do pPPAD apéds diferentes tempos de
envelhecimento do papel reagente. Ensaio para deteccao de Pb(ll) realizado na condigao
de secagem natural. A — Uso do uPAD imediatamente apds aplicagéo do reagente. B —
Uso do pPAD 24 horas apds aplicacdo do reagente mantendo armazenamento sob
refrigeragéo e protegido contra incidéncia de luz.

A Figura 25 corresponde as imagens obtidas em scanner do uPAD apés
diferentes tempos de digitalizacao.
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Figura 25. Imagens do pPAD obtidas em diferentes tempos de digitalizacdo para
condicao de secagem em fluxo de ar sem aquecer. | — imediatamente apds a realizagao
do ensaio para determinagao de Pb(ll), Il — 24 horas apds o ensaio, lll — 72 horas apés o
ensaio e IV — 96 horas apds o ensaio.

Observou-se que nao houve diferengca nos resultados de Ag quando as
imagens do PbROD, em pPAD, foram obtidas imediatamente ou até em 96 horas
apos a secagem do papel, conforme ilustrado na Figura 26
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Figura 26. Variagdo de Ag com a concentragéo de Pb(ll) a partir dos dados das imagens
obtidas pela reacéo de 10 uL de solucdo de ROD 9,96 mmol L' (em tampao tartarato 0,2
mol L' pH 2,78) seguido de secagem em fluxo de ar sem aquecimento e adicdo de
solucdo de Pb(ll), seguido de secagem, com obtencdo das imagens: (®) imediatamente
apds a secagem, (®) 24 horas apds a secagem, (®) 72 horas apds a secagem e (®) 96
horas apds a secagem. (A) Condigdo de secagem natural. (B) Condigao de secagem em
fluxo de ar sem aquecer. As barras representam a estimativa do desvio padrao para um
conjunto de 7 replicatas e ndo podem ser visualizadas por serem menores que 0s pontos.

Estes resultados indicaram ser adequado digitalizar imagem em scanner
com resolucao de 200 dpi, 0 % de contraste e -25% de brilho, até 96 horas apos a
reacao; com selecao de 12 pixels para leitura no DIGIMAGE; utilizando valores da
componente G para calculo de absorbancia, considerando a intensidade de cor do
suporte (papel) como branco (0% de absorbancia).
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4.3. Validacao laboratorial e algumas figuras de mérito

Precisao

Nao foi observado a formacao da coloracado vermelha do complexo PbROD
para concentracdes de Pb(ll) reagente inferiores a 0,20 mmol L, por isso foram
utilizadas solugdes de Pb(ll) com concentracdo acima de 0,24 mmol L para a
construcao da curva de calibracdo. A curva de calibracdo usada na avaliacdo da
precisdo abrangeu as concentracdes de Pb(ll) em toda faixa de trabalho (0,24 a
4,85 mmol L") tendo, portanto, um ajuste exponencial.

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados da Ag € 0s desvios-padrao
de cada concentracdo da curva de calibracdo dos pPADs preparados em um
mesmo dia, bem como as equagbes da curva utilizadas para calculo da
concentracdo de uma amostra externa. Na Tabela 8, estdo apresentados os
resultados para os dispositivos preparados em trés dias com um intervalo de dois
dias entre cada ensaio.

Tabela 7. Dados das curvas de calibragdo a partir das medidas de Ag obtidas das
imagens de trés uPADs preparados em um mesmo dia.

Curva de calibragao

Coogy(mmol L) KLSPOSH(LVO 1 " KLSPOSH(LVO 2 " KLSPOSH(LVO 3 "
0,24 0,06 0005 8 001 0001 9 001 0,001 10
0,32 013 001 8 009 0003 3 011 001 6

0,41 021 0003 2 016 0003 2 017 0002 1

0,86 043 0003 1 037 001 3 040 001 2
2,40 061 0004 1 059 001 2 059 001 1

4,85 072 001 1 069 002 3 068 001 1
Equagdo  da  p _063-0,92¢"°°  Aq=065-093e"  Ag=0,67—0,86e"

curva
R® 0,995 0,994 0,986

o = Desvio padréo; o, = Desvio-padrao relativo; n = 7.
Uma solucgdo de Pb(ll) de 0,49 mmol L foi utilizada como amostra externa
a Ag foi calculada de acordo com a Equagdo 1 e a concentragdo de Pb(ll)

calculada conforme as equacdes da curva apresentadas nas Tabelas 7 e 8.
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Tabela 8. Dados das curvas de calibragdo a partir das medidas de Ag obtidas das
imagens dos uPADs preparados em trés dias distintos.

Curva de calibragao

Comm(mmol L) 2\ *Dia : 2 Dia : 3 Dia :
G c G, (%) Ag o G, (%) Ag c G, (%)

0,24 002 0001 5 0,02 0003 18 0,01 0001 10

0,32 0,09 0002 3 010 001 9 041 001 6

0,41 014 001 4 018 0004 2 017 0002 1

0,86 034 001 4 037 0003 1 040 001 2

2,40 0,55 002 3 0,55 0,004 1 059 001 1

4,85 064 001 2 0,65 0,004 1 068 001 1

cquagdo  da L _062-0856"  Aq=061-083e"C  Ag=065-093" %

R? 0,993 0,994 0,986

6 = Desvio padrao; o, = Desvio-padréao relativo; n = 7.

Nas Tabelas 9 e 10 estdo apresentados os resultados da concentracao de
Pb(ll) da amostra externa e os desvios-padrao de cada dispositivo preparado em
um mesmo dia e em trés dias distintos, respectivamente. A precisdao para a
amostra externa foi o, = 12%, com erro relativo = 10%, enquanto que a precisao

intermediaria foi o, = 4% e o erro relativo = 10%

Tabela 9. Dados da concentracdo de uma mostra externa calculada a partir das equacoes
da curva da Tabela 7.

(-\’calcuIadan(ll)(mmOI L-1) G(n=7) O (0/0)

Dispositivo 1 0,51 0,007 1
Dispositivo 2 0,44 0,01 2
Dispositivo 3 0,38 0,01 2
CcaIcuIadamédian(Il) (mmOI LJ) 0s44

¢ (n=21) 0,05

o; (%) 12

Erro relativo (%) 10

¢ = Desvio padrao; o, = Desvio-padrao relativo.
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Tabela 10. Dados da concentracdo de uma mostra externa calculada a partir das
equacoes da curva da Tabela 8.

(-\’calcuIadan(ll)(mmOI L-1) G(n=7) O (0/0)
Dispositivo 1 (12 Dia) 0,43 0,01 3
Dispositivo 2 (22 Dia) 0,46 0,003 1
Dispositivo 3 (32 Dia) 0,43 0,008 2
CcaIcuIadamédian(Il) (mmOI LJ) 0s44
o (n=21) 0,02
G (%) 4
Erro relativo (%) 10

6 = Desvio padrao; o, = Desvio-padrao relativo.

Exatidao

Na avaliacdo da exatiddo os resultados das concentragdes encontrados
pelo método de spot test foram comparados com os encontrados por ICP OES. A
faixa de concentragcdo para construcao da curva de calibragdo em ICP OES atinge
concentragdo maxima de Pb(ll) = 1,00 mmol L™, por isso optou-se por se preparar
a curva e as amostras desconhecidas até o limite desta concentracéo.

A curva de calibragdo com ajuste linear esta representada na Figura 27
assim como a equacao da curva (Equacado 4) que foi utilizada no calculo da
concentracao de Pb(ll) nas amostras desconhecidas.

Ag =-0,08 + 0,47 x Cpp, Equacao 4

Embora, na faixa de concentracdo avaliada tenha sido possivel encontrar
bom ajuste linear (R? = 0,979), as curvas de calibragdo por reflectancia (neste
trabalho denominada como absorbancia calculada para facilitar a compreensao da
transformacdo dos dados de RGB) sao tipicamente nado lineares, devido a
saturacdo da cor nas concentracbes mais elevadas (CARRILHO et al., 2009;
MARTINEZ et al., 2010), como pode ser observada na Figura 26 (pagina 64).

As concentragdes de Pb(Il) obtidas pelo método de spot test considerando-
se o0 ajuste linear da curva de calibragcdo foram comparadas com as obtidas por
ICP OES. Os resultados indicados na Tabela 11 ndo tém diferenca estatistica
(teste F, com 95 % de confianca), exceto a amostra B, que possui a menor

concentracdo de Pb(ll). Tal resultado pode ser explicado pela falta de
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homogeneidade do complexo em papel e, consequentemente, uma maior

variancia dos resultados.

Tabela 11. Médias de concentracdo de Pb(ll) em mg L', de amostras desconhecidas,
obtidas por ICP OES e por Spot test a partir dos dados de Ag utilizados na equagéao da
curva de calibracdo com ajuste linear (Figura 28)

ICP OES Spot test Teste F

Amostras *Pb(”) o) Oy *Pb(”) o (o) Erro Feaicuiado  Fravelado
(n=3) (%) (n=8) (%) (%)

A 79 0,3 0,4 84 1 1 -6 5,19
B 66 0,3 0,4 52 1 3 22 21,63
C 90 1,6 2 91 3 3 -1 3,22 19.35
D 110 1,8 2 110 1 1 0,5 0,10 ’
E 103 2,4 2 102 1 1 1,5 0,29

156 0,5 0,3 170 2 1 -8 12,81

F
o = Desvio padréo; o, = Desvio-padrao relativo. *Concentracdo de Pb(ll) em mg L™.

0,4t %
A
<(5 0,2} ”’i_."’
0,1F i
') A, =-0,08 +0,47C
0,0 .

02 04 06 08 10
Concentracio de Pb(Il) (mmol L™

Figura 27. Curva de calibracdo com ajuste linear da variacao de Ag com a concentragao
de Pb(Il) a partir dos dados das imagens obtidas pela reacdo de 10 pl de solucao de ROD
9,96 mmol L™ (em tampao tartarato 0,2 mol L™, pH = 2,78) seguido de secagem em fluxo
de ar sem aquecimento e adicdo de 10 pl de solugcdo de Pb(ll), seguido também de
secagem em fluxo de ar sem aquecer. As barras representam a estimativa do desvio
padrao para um conjunto de 7 replicatas.

Na Figura 28 esta representado a correlacdo e o ajuste linear (linha
tracejada) entre os resultados da concentragdo de Pb(ll) em mg L" obtidas por
ICP OES e por spot test a partir dos dados de Ag aplicado na equacao da curva de
calibragdo, com coeficiente de correlacdo = 0,9895, R = 0,966 e coeficiente
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angular = 0,77. Estes valores indicam o carater quantitativo do método de spot
test.

160 |

140

120 |

100 |

]
o
T
]

D
.
.
.
.

(e}
o
T

60 80 100 120 140 160 180
Concentracao de Pb(Il) por Spot test (mg L™

Concentragéo de Pb(ll) por ICP (mg L")

N
o

Figura 28. Correlagao de Pearson entre os resultados da concentragcao de Pb(ll) obtidas
por ICP OES e por Spot test. As barras verticais correspondem ao desvio-padrao de 3
replicatas enquanto as horizontais ao desvio-padrdo de 8 replicatas. A linha sélida
diagonal representa a linha 1:1. A linha segmentada representa o ajuste linear cuja
equagao da reta €: Cpycp) = 22,5 + 0,77Cpp(spot tes)

Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacido (LQ)

Para calculo do LD e LQ utilizaram-se os valores dos desvios-padrao do
coeficiente linear e angular, 0,01 e 0,03, respectivamente, da curva de calibragao
da Figura 27. O LD e LQ foram calculados segundo as Equacdes 2 e 3 e os
resultados estado representados na Tabela 12.

Tabela 12. Valores de LD e LQ para o método de determinagéo de Pb(ll) por spot test
calculados a partir das Equacdes 2 e 3.

LD LQ
Pb(ll) (mmol L") Pb(ll) (mmol L")
Equaggo2  kxsdy 0,002 0,006
m
EQUacdo 3 fx(sd? +sd” + (‘)2 sd?)"
(sdjy +sdi +()7sd,) 0,07 0,24

m

Para LD, k = 3 e para LQ, k = 10; sdg=0,0003; i=-0,081; sd;=0,01; m=0,47;
sdn = 0,08.
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Long e Winefordner (1983) apresentaram um relatério discutindo aplicacéao
de algumas definicdbes e equacdes para calculo do LD e apontaram que a
aproximacao da IUPAC (Equacéao 2) é vélida somente se a maior fonte de erro for
proveniente do branco, caso contrario esta aproximagdo em muitos casos pode
resultar em falsos baixos valores de LD. Tais conclusdes sé&o consistentes com os
resultados obtidos neste trabalho, visto que os valores de LD e LQ calculados com
a Equacgéo 2 apresentam resultados bem abaixo da menor concentragéo de Pb(ll),
na qual foi possivel observar visualmente a coloragdo vermelha do complexo
PbROD (Pb(ll) = 0,20 mmol L"). Pela Equagdo 3, o LQ aproxima-se mais da
menor concentracao que permite observacéao visual.

Tais resultados sédo relevantes para levantar uma discussdao de como
proceder para calcular os valores de LD e LQ utilizando microfluidica em papel e
digitalizacdo de imagens, visto que diversos trabalhos da literatura envolvendo
digitalizacdo de imagens para a quantificacdo de produtos de reacao coloridos
utilizaram diferentes critérios para calculo do LD e LQ. CARRILHO et. al. (2009)
apresentaram os valores de LD para deteccao por absorbancia e fluorescéncia
usando um leitor de microplacas. Porém, os resultados com digitalizacao de
imagens foram representados apenas com a curva de calibracao (intensidade de
cor x concentracdo do analito), sem mencdao a LD ou como calcula-lo. Outros
autores (KOMPANY-ZAREH et al., 2002; WANG et al., 2010; ZAMORA et al.,
2011) apresentaram as curvas de calibracédo (intensidade de cor x concentragao
do analito) e utilizaram a equacéo da reta na determinacdo da concentragdo do
analito, mas sem fazer referéncias a valores de LD ou LQ. Em alguns trabalhos,
foi utilizada a relacdo LD = 3 x sg (sendo sg 0 desvio-padrdo do branco) como
critério para calculo (TEASDLE et al., 1999; LOPEZ-MOLINERO et al., 2010), ou
LD =2 x sg (LONNBERG e CARLISSON, 2001); também foi encontrado o uso da
relacdo LD = (3 x sg)/b (sendo sg 0 desvio-padrdo do branco e b o coeficiente
angular) (APYARI et al., 2008) o que pode levar a uma superestimacéao do LD
como ja discutido anteriormente. Isto aponta a falta de clareza para calculo desses
parametros com dados obtidos a partir de imagens digitais e a necessidade de
discussao de critérios para estabelecé-los.



Castro, P.P. Tese de Doutorado 71

Portanto, os resultados desta pesquisa apontam a maior adequacao da
Equacédo 3 para célculo de LD e LQ, visto que os valores obtidos sdo mais
coerentes com as observacoes visuais. Assim, empregando a digitalizacdo de
imagens como ferramenta analitica, a quantificacdo € possivel a partir da
concentragao que permite detecgéo visual do complexo.

Avaliacao frente a interferentes

As imagens dos pPPADs utilizados para avaliagdo de interferentes estdo
representadas na Figura 29.

A curva de calibracado das solucdes de Pb(NOs). e sua respectiva equacao
para calculo da concentracdo de Pb(ll) frente aos interferentes estudados
encontram-se na Figura 30.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 13.
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Figura 29. Imagens dos pPADs utilizados para avaliacdo de interferentes para condicéo
de secagem natural. | — uPAD com as concentragdes de Pb(ll) utilizadas para construgao
da curva de calibragdo com formacdo de PbROD a partir da terceira coluna com as
concentragdes de Pb(ll) 0,28; 0,33; 0,43; 0,55; 0,68; 0,80; 1,00; 2,00; 3,02; 4,01 mmol L™,
II - uPAD utilizado para avaliacdo da interferéncia de Ba(ll), Ill - uPAD utilizado para
avaliagao da interferéncia de Cd(ll), IV - uPAD utilizado para avaliagcdo da interferéncia de
Sr(ll). A distribuicao das solucoes de Ba(ll), Cd(ll) e Sr(ll) utilizadas na avaliacao de
interferentes nas colunas do YPAD estd de acordo com a apresentacdo da Tabela 5
(pagina 37).
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Figura 30. Curva de calibragcdo da variagdo de Ag com a concentragdo de Pb(Il) a partir
dos dados das imagens obtidas pela reacéo de 10 pl de solugdo de ROD 9,96 mmol L
(em tampéo tartarato 0,2 mol L' pH = 2,78) seguido de secagem em fluxo de ar sem
aquecimento e adicdo de 10 pl de solugao de Pb(ll), seguido também de secagem em
fluxo de ar sem aquecer. As barras representam a estimativa do desvio padrao para um
conjunto de 7 replicatas.

Tabela 13. Concentragbes de Pb(ll) frente a diferentes proporgées dos interferentes
avaliados.

M(I1) = Ba(ll) M(Il) = Cd(ll) M(Il) = Sr(Il)
Misturas *Pb(Il) c o, *Pb(ll) c o, “Pb(ll) o G
(n=8) (%) (n=8) (%) (n=8) (%)
Pb(ll) 0,44 0,008 2 0,55 0,009 2 0,46 0,02 3
Pb(Il):M(ll) = (1:0,5) 0,45 0,024 5 0,32 0,02 5 0,25 0,02 6
Pb(I1):M(Il) = (1:1) 0,52 0,031 5 0,26 0,02 5 0,27 0,03 9
Pb(II) M(Il) = (1:5) 0,37 0,002 04 0,17 0,023 10 0,26 0,04 10
Pb(ll):M(ll) = (1:10) 0,30 0,006 1 0,08 0,014 10 0,31 0,024 6
M(Il) corresponde a Cd(ll) ou Ba(ll) ou Sr(ll); Pb(l1):M(ll) indica a proporgao da mistura entre analito

e interferente.
*Concentragao de Pb(Il) em mmol L" calculada a partir da equacao da curva de calibracao.

Na comparacdo dos resultados da concentracdo média de Pb(ll) na
auséncia de interferentes e com diferentes proporcdées de cada interferente
avaliado, o teste estatistico t student indicou que apenas para Pb(ll) na presenca
de Ba(ll) na proporcao 1:0,5 ndo houve diferenca significativa a 95% de confianca.
Isso indica a forte interferéncia dos cations estudados.
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Embora os resultados encontrados apontem que a presenca de Cd(ll) e
Sr(ll) em qualquer proporcéo testada e de Ba(ll) acima da proporcédo 1:0,5 de
interferente  prejudique a quantificacdo de Pb(ll), vale ressaltar que
qualitativamente pode-se observar a presenca do complexo de coloragcao
vermelha de PbROD em todas as proporcoes testadas, independentemente do
interferente, excetuando para Ba(ll) acima da proporcdo 1:5. Portanto se,
qualitativamente, for possivel observar a presenca de interferentes, como no caso
do Ba(ll) acima da proporgédo 1:5, este tipo de informagdo pode direcionar o
usuario para a necessidade de se empregar estratégias para minimizar a acao
interferente ou até mesmo a buscar outras técnicas para quantificacéao de Pb(ll).

Nesta parte do trabalho, conclui-se que:

v O preparo de ROD em solugdo tampado aumenta a estabilidade para um
intervalo de tempo 24 vezes maior do que o0 preparo em agua.

v Solucdo de tampao tartarato (0,2 mol L, pH = 2,8) é mais adequada do
que tampao citrato para ser utilizado no preparo de solucao ROD, pois nédo
interage com Pb(ll), ndo interferindo na formacao de PbROD.

v A limitacao fisica imposta pelas barreiras hidrofébicas no uPAD viabiliza a
quantificacdo de Pb(Il), pois impede o fluxo lateral dos reagentes e
proporciona manchas mais uniformes em uma area pré-definida.

v’ A falta de relatos na literatura sobre a constante de formagédo de PbROD e
de sua formula estrutural dificulta o entendimento da reacédo de formacéao
do complexo e consequentemente o estabelecimento de condicbes para
controle da reagéo.

v A ordem de adigdo dos reagentes no YPAD afeta a detectabilidade de
PbROD. Adicdo de Pb(ll) no uPAD antes da solugdo de ROD, favorece
interacoes de Pb(Il) com os grupos hidroxilicos do papel impedindo que
ocorra reagdo completa com ROD apés sua adi¢do, diminuindo assim, a
formacao de PbROD
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v E adequado adicionar inicialmente solugdo de ROD, secar sob fluxo de ar
sem aquecimento até o aparecimento da coloracao amarelada, tipica dos
ions ROD, para posterior adicdo do analito.

v' Na analise digital de imagens, dentre as componentes estudadas (R, G e
B), os resultados de Ax a partir da componente G foram mais robustos o
que justificou sua escolha para proposta de quantificacao.

v O papel do uPAD deve ser empregado para medidas do branco.

v Apé6s adicdo do analito pode-se prosseguir com dois procedimentos de
secagem, natural ou em fluxo de ar sem aquecimento.

v" A secagem em fluxo de ar sem aquecimento é mais rapida e proporciona
uma distribuigdo mais uniforme do PbROD sobre a zona de reagéo,
enquanto a natural embora mais lenta e com distribuicdo do complexo
menos uniforme, proporciona maior tempo de contato entre os reagentes
podendo favorecer a formacao de PbROD.

v Dentro de uma zona de reacao do uPAD o numero de pixels selecionados
para extracao dos dados de RGB nao influencia nos resultados de Ax.

v Apés formacdo de PbROD a imagem do uPAD pode ser obtida por um
periodo de até 96 horas.

v' A precisao do método avaliada em um mesmo dia com n=21 foi de
o, = 12%, e a precisao intermediaria foi de 6, = 4%.

v Na avaliacdo da exatiddo os resultados da concentracdo de Pb(ll) das
amostras aquosas de Pb(NOj3). ndo diferem estatisticamente dos
resultados encontrados por ICP OES a 95% de confianca.

kx(sd? +sd? + ()2 sd?)
m

v A Equacao 3 empregada no calculo do LD

m
(k =3) e LQ (k = 10) forneceram resultados coerentes com as observacoes
visuais e, portanto, devem ser empregadas quando se trabalha com
analise digital de imagens como ferramenta para quantificacido de
compostos coloridos em pPAD.
v A presenca de Cd(Il) e Sr(ll) em qualquer proporcéao e de Ba(ll) acima da
proporcdo de 1:0,5 de interferente prejudica a quantificacado de Pb(ll),
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porém as informacdes qualitativas servem para detectar Pb(ll) nas
proporgdes estudadas e também identificar a presenca de interferentes.
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Parte 2: Aplicacao do método de spot test para
determinacao de chumbo em solos
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Capitulo 5: Introducao
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5.1. Chumbo nos solos e sua disponibilidade

O chumbo é um contaminante inorgénico de alta toxicidade, que ocupa a
segunda posi¢ao no ranking da Agéncia para Registro de Substancias Téxicas e
Doencas (ATSDR, 2011). Pode estar presente naturalmente em solos e em
sistemas aquaticos superficiais e subsuperficiais, mesmo que nao haja
perturbacao antrépica do ambiente (GUILHERME et al., 2005). A origem natural
de Pb nos solos provem, quase que totalmente, do decaimento da série
radioativa a partir de uranio e tério. Proporcdes entre os isdétopos U/Pb e Th/Pb
podem ser utilizadas em datacées de rochas (TOTEU et al.,, 1987) e também
como forma de diferenciar ocorréncias naturais de Pb das de origem
antropogénicas (NOTTEN et al., 2008). A série de decaimento radioativo a °’Pb
a partir do ?*U ocorre conforme a sequéncia a seguir (modificado de CNEN,
2013):

235U o 231Th 4] \231Pa o \227AC ] \227Th o 223Ra o 219Rn o

215PG a \211Pb ﬁ 2llBl~ ,B 211P0 o 207Pb

A concentracao natural de Pb no solo depende do material de origem e um
valor médio é de 25 mg kg', de acordo com KABATA-PENDIAS e PENDIAS
(2001). Apesar dos teores naturais de Pb em solos serem, em geral, baixos e nao
apresentarem riscos a saude humana, niveis mais elevados podem ser
encontrados em diversas areas, devido a dispersao deste elemento no ambiente,
principalmente por meio de atividades antropicas, tais como: mineragao,
reciclagem de baterias, uso como aditivos em combustiveis, tintas e pesticidas,
além de outros usos industriais (MIELKE e REAGAN, 1998; MARKUS e
MACKBRATNEY, 2001).

A dinamica de Pb no ambiente e a exposicdo humana a este elemento
ocorre por interagdes solo-ar-agua-plantas-animais-homem. Devido a mobilidade
relativamente baixa de Pb em solos, a exposicdo humana a este elemento ocorre
principalmente por inalagcdo e ingestdo de solo e/ou material particulado, sendo

que criancas estao mais suscetiveis aos efeitos toxicolégicos do Pb, por estarem
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em fase de desenvolvimento fisico e neurolégico, com maior eficiéncia de
absorcao de Pb (BOSSO e ENZWEILER, 2008). Além disso, criancas tem maior
exposicao a Pb, devido ao habito de brincarem no chdao e em jardins, levando
objetos e maos a boca, o que pode levar a ingestao de quantidades significativas
de solo e material particulado (HETTIARACHCHI e PIERZYNSKI, 2004).

O reconhecimento dos efeitos toxicos da exposicdo a Pb resultou na
introducao de restricdes ao uso de compostos contendo Pb, na tentativa de tornar
0 ambiente, em geral, mais seguro e saudavel (BOSSO e ENZWEILER, 2008).
Recentemente, a legislacdo brasileira estabeleceu valores genéricos de
concentracdo de Pb e outros contaminantes, que representam diretrizes sobre as
condicées de qualidade de solo e de agua subterranea (CONAMA, 2009), os
quais sao utilizados no monitoramento ambiental e servem para distinguir areas
contaminadas ou em processo de contaminacdo. Esta legislacdo estabelece
valores para uma area ser considerada contaminada por Pb em trés cenarios de
exposicao: agricola (180 mg kg™), residencial (300 mg kg') e industrial (900 mg
kg™) (CONAMA, 2009). O cenario mais restritivo é o agricola, devido & producéo
de alimentos, mas os cenarios residencial e industrial sdo muito importantes,
devido ao potencial de acumulo de Pb nestes ambientes.

A determinacdo da concentracdo total de um elemento, apesar de
amplamente utilizada para propdsitos ambientais, ndo é suficiente para avaliar
sua toxicidade, visto que apenas ions em solucdo podem ser absorvidos por
organismos e sao, portanto, denominados biodisponiveis (Di Toro et al., 2001).
Tais ions a medida que sdo absorvidos sao repostos pela fase sélida, num
sistema de equilibrio dindmico. A reposicao da fase solida para a fase liquida do
solo depende da forma em que o elemento esta ligado ou complexado na fase
sélida (PEIUNENBURG e JAGER, 2003).

Chumbo pode estar ligado a grupos funcionais da matéria organica dos
solos (ex. carboxilicos, fendlicos, etc.) ou adsorvidos nas superficies de minerais
de argila e oxidos (Fe, Al e Mn). Além destas formas, este elemento também
pode ocorrer como espécies idnicas dissolvidas tais como: Pb?*, PbOH*, PbCl",
PbHCOs" ou Pb(CO3),%. Os principais fatores relacionados com a especiacéo de
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Pb em solos sdo: pH, quantidade de matéria organica e capacidade de troca de
cations (REDDY et al.,, 1995). Todos estes fatores, juntamente com a forma
mineral, tamanho de particulas e associacao com outras fases minerais, afetam a
especiacdo de Pb em solos e o potencial para sua solubilizacdo, o que, por sua
vez, pode influenciar sua biodisponibilidade e bioacessibilidade® (RUBBY et al.,
1995).

O pH é um dos fatores mais importantes que afetam a sor¢cdo de Pb em
solos (PIERANGELI et al., 2001). O aumento na capacidade de sorcdo com o
incremento do pH pode ser atribuido a desprotonacao das superficies de troca em
solos de cargas variaveis e a consequente geracdo de cargas negativas, que
ocorrem em valores de pH mais elevados (PIERANGELI et al., 2009).

A capacidade de troca de cations (CTC) de um solo pode ser definida como
a quantidade de ions eletropositivos que um solo pode reter em determinadas
condicbes (RAIJ e KUPPER, 1966), sendo que as cargas negativas sao
originadas na superficie dos componentes minerais e organicos dos solos. Com o
aumento da CTC do solo pode haver aumento da retencao de Pb, no entanto, o
mesmo permanece numa forma trocavel, conforme foi observado por PIRES et al.
(2007) em solos brasileiros. Os autores também verificaram que a adsor¢do de Pb
foi mais estavel quando ligado a matéria organica e aos 6xidos de Fe e Al.

A matéria organica (MO) do solo é a principal responsavel pela geracao de
cargas negativas nos solos tropicais (CIOTTA et al. 2003). A MO pode liberar
formas de carbono organico dissolvido (COD) para a solu¢do do solo, o qual pode
formar complexos com ions metalicos, como Pb(ll). COD geralmente consiste de
moléculas organicas pequenas (ex. amino acidos e acucares) ou maiores, tais
como os acidos humicos e falvicos (PEIUNENBURG e JAGER, 2003). A MO do
solo é capaz de reter Pb em formas mais estaveis do que minerais do solo, 6xidos
de Fe ou precipitados de fosfato e carbonato (TAI et al. 2013).

Superficies minerais dos solos possuem grupos funcionais que estado

diretamente relacionados com o desenvolvimento de cargas superficiais e incluem

® O termo bioacessivel refere-se a fracdo que representa a quantidade maxima de contaminante do
solo disponivel para absorg¢ao pelo organismo humano pela via intestinal (OOMEN et al., 2002).
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grupos hidroxil inorganicos ligados a superficie de 6xidos de Fe, Al, Mn e de Si (Si-
OH) ou Al (Al-OH) expostos nas bordas dos minerais de argila (SPARKS, 1999).

As superficies dos 6xidos de Mn e Fe sao conhecidas por serem sitios de
adsorcao altamente ativos para a maioria das espécies de ions metalicos
dissolvidos. A imobilizacdo de ions metalicos nestas superficies podem ocorrer
por adsorcado especifica e coprecipitacdo (HETTIARACHCHI e PIERZYNSKI,
2004). A formagédo de complexos ternarios (superficie de 6xido—ligante—metal
ou superficie de 6xido—metal—ligante) também é possivel (MCBRIDE, 1994;
HETTIARACHCHI e PIERZYNSKI, 2004) e ambos os ligantes orgéanicos e
inorganicos podem ser envolvidos na formacdo de tais complexos
(HETTIARACHCHI e PIERZYNSKI, 2004).

Por dltimo, fosfato pode reagir com Pb(ll) e formar precipitados estaveis e
pouco solluveis, sendo que a adicdo de fosfato aos solos é uma estratégia de
remediacdo em areas contaminadas por Pb (RYAN et al., 2001; MELAMED et al.,
2003; BOSSO et al.,, 2008). A solubilidade de fosfato de chumbo nos solos
também é afetada por reagdes de superficie e pela matéria organica (SAUVE e
MCBRIDE, 1998) e pelo pH, cuja solubilidade é favorecida em condi¢des &cidas
(pH < 5) (CAO et al., 2008).

5.2. Métodos para determinacao de chumbo em solos

Tradicionalmente técnicas de espectrometria de emissao atébmica por
plasma acoplado indutivamente (ICP OES) sdo utilizadas em anadlises de solos,
sendo que a necessidade de preparo das amostras e a utilizacdo de padrbes para
cada elemento determinado podem tornar a analise de muitas amostras laboriosa
e de alto custo (BURAVOK et al., 2010).

Métodos de analise nao destrutivos, que podem fornecer informacdes sobre
os niveis de contaminantes de forma rapida e in situ podem ser muito Uteis,
facilitando a tomada de decisdes "em tempo real" sobre avaliacdo da exposicéo e
gestdo de riscos (CLARCK et al, 1999). Métodos que utilizam equipamentos
portateis de fluorescéncia de raio-x (XRF) (PEINADO et al., 2010), espectroscopia
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de plasma induzido por laser (LIBS) (BURAVOK et al., 2010) e espectroscopia de
reflectancia combinado com analises estatistica multivariada (BRAY et al., 2009;
PANDIT et al., 2010) podem desempenhar um papel importante no monitoramento
ambiental, pois fornecem uma andlise direta, sem necessidade de preparo de
amostras, permitindo uma varredura rapida de uma ampla area e,
consequentemente, uma amostragem mais detalhada. Apesar dessas vantagens,
tais equipamentos sado relativamente caros e exigem rigorosos padrées de
calibragdo (ex. LIBS) (BURAVOK et al., 2010), ou ainda sdo muito sensiveis a
variaveis tais como: tamanho de particulas, heterogeneidade da superficie,
umidade e presenca de elementos interferentes (ex. XRF) (PEINADO et al., 2010),
o que dificulta o seu uso em condi¢des de campo.

Neste contexto, a utilizacdo de kits para testes em campo, baseados em
reacdes de spot test representam uma alternativa interessante. Alguns deles
foram desenvolvidos inicialmente para detectar chumbo na pintura de edificagdes
e em produtos de consumo humano, tais como ceramica vidrada, joias € mini-
persianas (KORFMACHER e DIXON, 2007) e sdao amplamente utilizados. Nestes
kits, rodizonato e sulfeto sdo os reagentes colorimétricos mais utilizados na reagcao
com Pb(ll) (ROSSITER, 2000). Na reacao de Pb(ll) com sulfeto, a percepg¢édo na
mudanca de cor de cinza para preto € dificultada quando o analito esta presente
em baixas concentracées (SHEETS, 1998). Kits utilizando rodizonato como agente
complexante foram empregados na avaliagdo da presenca de Pb(ll) em materiais
particulados (ASHELEY et al., 1996) e em poeira doméstica (KORFMACHER e
DIXON, 2007), apontando um possivel potencial para aplicacdo em solos.

PREER e MURCHISON (1986) adaptaram a reacdo de spot test entre
rodizonato e Pb(ll) para aplicacdo em solos como proposta qualitativa. Os autores
observaram que Pb(ll) é detectavel na faixa de concentracdo de 400 a 700 mg kg
em amostras de solo seco e a concentragdo detectada é dependente do método
de extracao utilizado.

As concentragbes de chumbo e demais contaminantes inorgénicos
estabelecidos nas tabelas de valores orientadores para solos no Brasil sdo
baseadas nos métodos de extracao 3050B e 3051A da USEPA. Estes métodos
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utiizam acidos HNO3; e/ou HCI concentrados como extratores e indicam a
concentracao total ou pseudo-total de chumbo no solo com uso de ICP OES,
Absorcdao Atémica por Chama (FLAA), Absor¢cdo Atdmica com Forno de Grafite
(GFAA) e Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP
MS) (USEPA, 2007; CONAMA, 2009).

Métodos para avaliar a biodisponibilidade de elementos metalicos em
solos envolvem a extragdo do elemento da matriz do solo. A escolha do agente
extrator depende dos objetivos especificos da investigacdo e tais extratores
podem ser agrupados de acordo com a eficiéncia da extracdo de um elemento
em uma determinada fracdo do solo (PEIUNENBURG et al,. 2007). A denominada
fracao reativa do solo refere-se a fracdo de ions ligados a sitios superficiais da
matéria organica, 6xidos amorfos e argila, sendo responsavel pelo controle da
concentracdo dos ions metdlicos na solugdo, pelo equilibrio de adsorcédo e
dessorcéo dos fons entre a fase sélida e a solucdo do solo (ROMKENS et al.,
2009). Procedimentos de extracdo da fracdo reativa podem envolver agentes
complexantes fortes (ex. EDTA 0,05 ou 0,1 mol L") e 4cidos fortes diluidos (como
HCI 0,1 mol L™ ou HNO; 0,43 mol L") (PEIUNENBURG et al., 2007).

O procedimento de extracdo com HNO;3 0,43 molL"' tem sido mais
frequentemente utilizado para avaliar fragcbes geoquimicamente reativas de
elementos potencialmente téxicos, como Cd, Zn, Cu, Ni, Cr e Pb, em solos
(GOODDY et. al., 1995; TIPPING et. al., 2003; ROMKENS et. al., 2004, 2009;
PAMPURA et. al., 2007). Este método de extracao é considerado rapido, facil de
testar e reprodutivel (ROMKENS et al., 2004).

A adocdo de extracdo com HNO; 0,43 mol L' na avaliagdo da
bioacessibilidade simplificaria muito o processo de avaliacdo de risco a elementos
potencialmente téxicos como o Pb, pois foi demonstrado que ha uma relagao
préxima a 1:1 entre a quantidade de Pb extraida pelo método HNO; 0,43 mol L™ e
a quantidade extraida pelo método oficial de avaliacado da bioacessibilidade, o
qual € um método de extragcao in vitro que simula a disponibilidade de metais no
trato gastro intestinal humano (RODRIGUES et al., 2012).
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Capitulo 6: Parte experimental
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6.1 Equipamentos, materiais e reagentes.

6.1.1 Equipamentos

- Espectrémetro de emissao 6tica com plasma acoplado indutivamente, ICP OES,
(OPTIMA 3000DV, Perkin Elmer);

- Impressora multifuncional com scanner (Photosmart C3180 All-in-One, HP);

- Mesa agitadora de movimento circular (fabricacdo prépria do Instituto
Agronémico de Campinas - IAC);

- Conjunto para aquecimento em “banho-maria”.

6.1.2 Materiais

- Vidraria de uso comum em laborat6rio;

- Papel cromatografico (Whatman n® 1);

- Micropipeta (5 a 50 pL, LABMATEsoft);

- Pipeta automética (1,00 a 5,00 mL, Biohit, Proline Plus);

- Ponteiras para pipeta automatica;

- Secador de cabelo (ST 2800 super turbo, 1800 W, Mega Professional);
- Tubo de centrifuga, tipo Falcon, de 50 mL (Carlplast);

- Membrana de polietileno com filtro cromatografico de 0,22 um (Millex GV,
Millipore);

- UPAD fabricado em papel cromatografico (Whatman n® 1) com é&reas circulares
de 6,8 mm de didmetro impressas com tinta sélida a base de cera (Xerox Phaser
8560N);

- Programa DIGIMAGE (SCHIMIDT, 1997);
- Programa Orrigin 8.0;
- Programa Pirouette.

6.1.3 Reagentes

- Agua deionizada (deionizador MiliPore Mili-Q Plus);
- Rodizonato de sédio (VETEC);

- Nitrato de Pb(ll) (ECIBRA);

- Acido L (+) tartarico (Synth);

- Hidréxido de sédio (Synth);

- Acido Nitrico (Synth);

Todos os reagentes utilizados possuiam grau de pureza analitico.
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6.2 Solos

Os solos descritos na Tabela 14 fazem parte de um conjunto de 28 solos
selecionados pela representatividade e distribuicio no Estado de Sao Paulo,
compondo um conjunto heterogéneo quanto aos parametros fisicos, quimicos e
mineraldgicos, estudados na tese de doutorado de Marcio Roberto Soares
(SOARES, 2004).

Tabela 14. Principais classes de solos predominantes em todo o estado de Sdo Paulo
(adaptacao de SOARES, 2004).

Solos Quadricula/Folha Antiga Unidade/Observagoes
Latossolos
1. Latossolo Vermelho-Amarelo Unidade Coqueiro/Horto Florestal Fazenda
Araras/Conchal :
(LVA-1) Campinha
(ZLVA_L;;tOSSOIO Vermelho-Amarelo Séo Carlos/ltirapina Unidade Trés Barras/Serra de Itaqueri
?LVA_I‘:,,?;tOSSOIO Vermelho-Amarelo Araras/Conchal Unidade Laranja Azeda
4. Latossolo Vermelho (LV-1) Sao Carlos/Séo Carlos Unidade Hortolandia
5. Latossolo Vermelho (LV-2) Piracicaba/Piracicaba Unidade Santo Antdnio/Fazenda Capuava
6. Latossolo Vermelho Eutroférrico Ribeirdo Preto/Bonfim . - -
(LVef) Paulista Unidade Ribeirdo Preto/Fazenda Sdo Thomaz
7. Latossolo Amarelo (LA-1) Séo Carlos/Itirapina Unidade ltoror¢/Serra de ltaqueri
8. Latossolo Amarelo (LA-2) Séo Carlos/Ibaté Unidade Canchim/Distrito de Agua Vermelha
9. Latossolo Amarelo Acriférrico Guaira/Miguelépolis Unidade Ipué
(LAwf)
Argissolos
zg\'/A_1A;g'SSO|O Vermelho-Amarelo Piracicaba/Sao Pedro Unidade Serrinha/Distrito de Artemis
11.  Argissolo Vermelho-Amarelo o -
(PVA-2) Marilia/Marilia -
12.  Argissolo Vermelho-Amarelo Americana/Cosménolis )
(PVA-3) P
ES’VA_Q;Q'SSOIO Vermelho-Amarelo Piracicaba/Capivari Unidade Santa Cruz
13. Argissolo Vermelho-Amarelo . _ . -
(PVA-5) Piracicaba/Capivari -
zs\./A_é)rglssolo Vermelho-Amarelo Piracicaba/Piracicaba APTA Polo Regional Centro-Sul de Piracicaba
16. Argissolo Vermelho (PV-1) Marilia/Galia -
17. Argissolo Vermelho (PV-2) Piracicaba/lbitiruna Unidade Campestre
Neossolos
18. Neossolo Quartzarénico (RQ) Piracicaba/Sao Pedro -
19. Neossolo Litélico (RL) Marilia/Garga -
20. Neossolo Regolitico (RR) Marilia/Alvinlandia -
Nitossolos
21. Nitossolo Haplico (NX) Mog Minm/Espite Sto do

22. Nitossolo Vermelho Eutroférrico Ribeirdo Preto/  Ribeirdo APTA Pélo Regional Centro Leste de Ribeirdo Preto

(NVef) Preto
Gleissolos
23. Gleissolo Haplico (GX) Pariquera Agu/Pariquera Agu gglgjizgﬁa Mosqueada/APTA Polo  Regional Vale
24. Gleissolo Melanico (GM) Piracicaba/Piracicaba Distrito de Tanquinho
Cambissolos
25. Cambissolo Haplico (CX) Araras/Mogi-Guacgu Unidade Sete Lagoas/Fazenda Sete Lagoas
Planossolos
26. Planossolo Haplico (SX) Piracicaba/Piracicaba Distrito de Tupi
Luvissolos
27. Luvissolo Crémico (TC) Marilia/Garca -

Chernossolos
28. Chernossolo Argiltvico (MT) Descalvado/Analandia Sopé do Morro do Camelo
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Essas amostras correspondem a camada superficial (0 a 20cm de
profundidade).

Também foram analisadas amostras de solos provenientes de uma area de
mineragdo, denominadas M1, M2 e M3 contendo Pb, respectivamente,nas
concentracdes de 2300, 2334, 556 mg kg ™', que foram determinadas pelo método
EPA3051 (solucdo de HNOj; concentrado com extracdo em microondas e
determinacao por ICP OES).

Dopagem dos solos com Pb(ll)

Doparam-se as amostras de solos indicadas na Tabela 14 com Pb(ll) para
atingir 300 mg kg™, que é o valor de intervencdo para chumbo em solos em
ambientes urbanos de acordo com a resolugdo do CONAMA (2009). Para isso,
10,00 mL de solucdo de Pb(NO3)> 7,25 mmol L™ foram adicionados em 50,00 g de
cada solo seco, posteriormente homogeneizados com agitagdo manual usando um
bastdo de madeira.

Por um periodo de quatro meses, manteve-se a umidade dos solos a 70%
m/m da capacidade de retencao de agua, com reposicao de agua destilada por
pesagens, em média, a cada seis dias. Isso foi feito para promover um meio
adequado para as reacbes de sorcdo do Pb(ll) aos solos, semelhante ao
procedimento descrito em PEREIRA et al. (2007) para incubacao de Pb(NO3). em

um Latossolo.

Extracdo de Pb(ll) dos solos com solucdo de HNO5 0,43 mol L’

A escolha do método de extracao baseou-se no fato de que a utilizagéo de
HNO; 0,43 mol L™ como extrator é considerado um método rapido, facil de testar,
reprodutivel e, supostamente, extrai a fragcdo reativa de Pb e outros metais no
solo (ROMKENS et al., 2004). Além do mais, seguindo o procedimento proposto
para reacdo de spot test (item 3.3.2, subtitulo: Ajustes de condicbes para
obtengdo de PbROD, pagina 27) a presenca do anion nitrato nao provoca

interferéncia na formacao de PbROD.
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O procedimento de extracdo seguiu o0 método descrito por VRIES e
colaboradores (2003). Visando diminuir a quantidade de residuo gerado, optou-se
pela reducdo da quantidade de solo e solugdo extratora, porém mantendo-se a
proporcao massa/volume. Pesaram-se 4,0 g de solo em um tubo Falcon e
adicionaram-se 20,00 mL de solugdo HNO; 0,43 mol L. Os tubos foram fechados
e posicionados horizontalmente em uma mesa agitadora de movimento circular
com 125 oscilagbes/minuto. Apds 1 hora de agitagdo, o sobrenadante foi vertido
em papel de filtro quantitativo. Em seguida, os extratos foram novamente filtrados
em membrana de polietileno com filtro cromatografico de 0,22 pm, usando uma
seringa comercial. As concentracbées de Pb nos extratos obtidos em triplicata e de
alguns possiveis interferentes para o0 método spot test (Ba, Cd, e Sr) foram obtidas
por ICP OES nas seguintes condicoes: 1300 W de poténcia incidente utilizando
gas argbnio de elevada pureza para geracao do plasma, com posicao axial para
Ba, Cd e Pb e radial para Sr. Utilizou-se as linhas de emissdo de Ba em
233,527 nm; Cd em 214,440 nm; Pb em 220,353 nm; e Sr em 407,771 nm.

Pré-concentracdo das amostras

Usando uma pipeta automatica, tomou-se uma aliquota de 8,00 mL da
solucdo de extrato do solo em um béquer e levou-se o conjunto para aquecimento
em “banho-maria” até a completa evaporacdo da solucdo. Logo apoés, adicionou-
se 1,00 mL de agua deionizada e agitou-se manualmente com bastao de vidro até
homogeneizacao da solucéo.

Reacao de spot test

As reacOes de spot test entre Pb(ll) e ROD foram realizadas nos pPADs
desenvolvidos na primeira parte deste trabalho cuja descricdo do procedimento de
preparacdo se encontra no item 3.3.2, subtitulo: Ajustes de condicbes para
obtencdo de PbROD, péagina 27.

Em pPAD adicionaram-se 10 pL de solucdo de ROD (9,96 mmol L' em
tampao tartarato 0,2 mol L, pH = 2,78), seguindo-se de secagem completa sob
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fluxo de ar sem aquecimento por cerca de 10 minutos, até aparecimento de

coloragdao amarela intensa do rodizonato, adicionando-se, em seguida, 10 pL de

solucdo extrato. Para cada extrato de solo foram preparados dois uPAD, diferindo

no procedimento final de secagem: fluxo de ar sem aquecimento e secagem

natural.

Na Figura 31 esta representada a distribuicdo genérica das solucdes pré-
concentradas de extratos de solos no uPAD. Cada pPAD utilizado suportou trés

amostras de solos diferentes, sendo que para cada amostra de solo o

procedimento de extracao e pré-concentracao foi realizado em triplicata.

Background
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Figura 31. Distribuicdo genérica das solugdes de extratos de solos pré-concentrados no

LPAD.

As imagens do papel foram obtidas em scanner 24 horas ap6s a adicdo da

ultima solucéo no papel, nas condicées de 0% de brilho e -25% de contraste.

Preparo das curvas de calibracao

Para a construcdo da curva de calibragdo, foram preparadas diluicbes de

solucdo Pb(NOs), 5,01 mmol L' em &gua deionizada. Cada concentragdo foi
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utilizada em 7 replicatas, conforme descrito na Tabela 15, que também indica a
posicao de cada solucao no uPAD.

Tabela 15. Concentragdes de Pb(ll) e posicdo das mesmas no uPAD.

Coluna Concentragéo de Pb(ll) (mmol L™ Coluna Concentragéo de Pb(ll) (mmol L")
1 Branco (papel) 7 1,50
2 Rodizonato 8 2,00
3 0,20 9 2,50
4 0,25 10 3,00
5 0,50 11 4,00
6 0,75 12 5,01

Todo o procedimento de preparo da curva de calibracdo foi repetido,
substituindo-se as solu¢cdes aquosas de Pb(ll) por solugdes preparadas em
HNOs3; 0,43 mol L'". As concentragdes finais das solugdes de Pb(ll) em
HNO3 0,43 mol L™ obtidas apés a pré-concentragdo, foram conforme a descricdo
na Tabela 15.

Analise estatistica

Alguns resultados de SOARES (2004) foram utilizados para montagem da
Tabela 16.

A escolha dos parédmetros para compor esta tabela baseou-se na
possibilidade destes causarem limitacbes para aplicacdo quantitativa na
determinacao de Pb(ll) pelo método de spoft test, devido a ocorréncia de reacdes
indesejaveis de adsorgcao, complexagao e precipitacao.

Os resultados apresentados na Tabela 16, foram utilizados em analise de
correlagdo de Pearson a fim de avaliar a influéncia de cada parametro nos
resultados de concentracao de Pb(ll) obtidos pelo método de spot test. Além
disso, utilizou-se a analise de componentes principais (PCA) para verificar a
possibilidade de discriminacdo dos solos em grupos distintos, tendo sido utilizado
o programa Pirouette® (INFOMETRIX INC., 2013).
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Tabela 16. Alguns parametros fisicos e quimicos dos solos estudados (adaptagédo de
SOARES, 2004).

Solos  pH* P° CTC® Argila® MO® Fepcsy  Feox?  Aloxy’  MnO'

-1

mg kg' mmolc kg g kg

LVA-1 446 2,0 12,3 181 12,4 19,3 1,7 0,8 0
LVA-2 423 3,9 15,5 221 29,9 13,6 0,9 0,5 0
LVA-3 431 2,1 11,3 202 16,5 21,3 1,6 1,1 0,1
LV-1 6,4 3,0 28,4 201 19,4 53,1 3,1 1,6 0,7
LV-2 455 5,8 30,6 530 38,1 86,6 6,4 4,0 1,6
LVef 7,25 49,2 60,4 684 95,6 185,2 14,9 8,6 13,1
LA-1 481 7,6 23,4 22 38,8 19,7 1,3 0,7 1,0
LA-2 444 2.0 10,5 342 20,1 42,2 3,5 2,6 0,3
LAwf 469 3,3 16,9 470 39,9 113,3 7,7 5,5 1,2
PVA-1 527 1,8 49 60 6,7 3,5 0,2 0,2 1,9
PVA-2 5,36 3,3 8,8 100 7,6 5,3 0,5 0,2 1,1
PVA-3 54 228 44,6 247 36,8 32,9 3,9 1,7 9,3
PVA-4 51 8.2 21,6 202 17,9 8,7 0,6 0,3 2,8
PVA-5 5,64 225 68,7 366 41,0 45,7 3,6 2,3 35,0
PVA-6 6,14 75 43,6 246 36,6 32,8 2,1 1,1 5,1
PV-1 528 1,6 9,4 100 6,8 8,5 0,8 0,3 2,0
PV-2 57 81 54,4 427 425 51,3 4,0 1,1 14,7
RQ 441 1.1 7,6 80 9,6 3,0 0,3 0,2 0,1
RL 5,85 6,7 33,0 142 26,2 7,5 0,8 04 2,5
RR 6,16 4,0 19,2 101 15,5 11,1 0,9 0,6 6,7
NX 6,13 9,4 66,9 345 54,3 84,5 8,3 5,5 1,4
NVef 551 10,3 61,1 658 65,6 192,2 15,3 9,9 27,4
GX 4,73 34,0 52,4 532 84,5 27,6 1,7 1,4 2,7
GM 491 14,8 50,4 476 213,4 4.9 0,3 0,8 0,2
CX 427 4,6 22,7 243 29,2 19,3 1,6 0,8 0,1
SX 5,62 3,0 23,9 204 21,6 18,6 2,3 1,8 3,7
TC 581 1,6 7,3 40 9,8 8,2 0,6 0,4 0,9
MT 5,78 19,2 105,5 543 57,8 113,3 7,2 5,1 12,0

®pH: medldo em &gua; °P: fésforo extraido por resina trocadora de ions; °CTC: capacidade de troca

cationica; Arglla teor de arglla °MO: matéria organica; 'Fe oce): ferro extraldo por ditionito-citrato-
bicarbonato de sddio; °Fe ©ox): ferro extraido por oxalato a0|do de amonio; "Al ©ox: aluminio extraido
por oxalato acido de amonio; 'MnQ: 6xidos de Mn extraidos por hldrocloreto de hidroxilamina em
meio &cido.
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Capitulo 7: Resultados e discussao



Castro, P.P

Tese de Doutorado

98




Castro, P.P Tese de Doutorado 99

7.1 Solos

Na Figura 32 sédo apresentadas as imagens dos uPADs, para a condi¢do de
secagem natural, contendo o PbROD formado a partir da reacao entre o Pb(ll)
presente nos extratos de solos e ROD.
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Figura 32. Imagens dos pPADs, na condigéo de secagem natural, contendo a distribuicao
de PbROD formado a partir da reagéao de Pb(II? presente nos extratos de solos com ROD
(9,96 mmol L' em tampéo tartarato 0,2 mol L™, pH = 2,78). A distribuicdo genérica das
solugdes de extratos de solos no uPAD esta de acordo com a representacéo da Figura 31
(pagina 93).
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Na coluna 1 de cada pPAD né&o foi adicionado reagentes (background) e na
coluna 2 foi adicionado ROD (9,96 mmol L' em tampéo tartarato 0,2 mol L, pH =
2,78).

Uma inspecao visual dos pPADs indicou auséncia da cor caracteristica em
sete amostras de solos (LVef, LAwf, PVA-5, NVef, GX, GM e MT) na condicéao de
secagem natural (Figura 32), enquanto que na condi¢cao de secagem em fluxo de
ar sem aquecimento este numero aumentou para onze amostras, incluindo-se as
amostras PVA-3, PV-2 e NX. Diante destes resultados, optou-se por apresentar
neste trabalho apenas os resultados relacionados a secagem natural.

A condicdo de secagem natural, por ser mais lenta, proporciona maior
tempo de contato entre os reagentes, favorecendo a reacdo em amostras com
baixas concentracbes de Pb(ll) ou com presenca de interferentes. Situagao
semelhante foi observada no trabalho de ROSSITER et al. (2000), sobre a
avaliacao de kits para avaliar a presenca de Pb em tintas de parede. Os autores
apontaram que na presenca de compostos de Pb pouco soluveis o aumento do
tempo de contato reagente-amostra de dois minutos para 24 horas, proporcionava
resultados positivos para o teste.

Apoés a formagédo de PbROD nos pPADs, os dados da intensidade da cor
para a componente G (sistema RGB) obtidos pelo DIGIMAGE, foram utilizados na
obtencdo da absorbancia calculada para esta componente (Ag), de acordo com a
Equacao 1 apresentada no item 3.4.1 pagina 31.

Com os dados de Ag construiram-se as curvas de calibracao obtidas com
as solugdes de Pb(ll) preparadas em agua e em HNO; 0,43 mol L™, cuja as
concentracdes estdo apresentadas na Tabela 15 (pagina 94). A curva de
calibracdo para a condicdo de secagem natural ap6s adicdo do analito esta
representada na Figura 33. A coincidéncia dos resultados levou a op¢ao de adotar
as curvas de calibracdo de Pb(ll) a partir das solugbes aquosas, devido a maior

simplicidade do processo.
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Figura 33. Curvas de calibragdo para Pb(ll) preparada em (m) HNO3; 0,43 mol L e em
(A) agua deionizada com variagdao de Ag com a concentracdo de Pb(ll). Formacgao de
PbROD com procedimento de adicdo de 10 pL de solugdo de ROD 9,96 mmol L' em
tampao tartarato 0,2 molL", pH = 2,78, seguido de secagem em fluxo de ar sem
aquecimento e adicdo 10 uL de solucao de Pb(ll), seguido de procedimento de secagem
natural.

A faixa de estudo abrangeu solugdes de Pb(ll) nas concentracdes 0,25 a
5,01 mmol L”, obtendo-se linearidade até 2,00 mmol L'". Na Figura 34, estdo
apresentadas a faixa de estudo e a faixa linear da curva de calibracédo de solucdes
aquosas de Pb(ll), com secagem natural, descritas pelas Equacdes 5 e 6
respectivamente:
Ag = 0,76 — 0,99¢ ¢ Equacéo 5
Ag =-0,06 + 0,26C, Equacéo 6

A Equacao 5 foi utilizada nos célculos de concentracao de Pb(ll) nos
extratos de solos. A partir da regressao linear (Figura 35B) e com valores dos
desvios-padrdao do coeficiente linear (0,002) e angular (0,005) da curva de
calibracao, empregou-se a Equacao 3 apresentada no item 3.5 pagina 36 para
calcular os limites de deteccao e quantificacédo, tendo sido obtidos os valores 32 e

95 mg kg™, respectivamente.
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Figura 34. Curvas de calibracao para Pb(ll) preparada em agua deionizada, com variagao
de absorbancia da componente G (Ag), em funcao da concentracao de Pb(ll). Formagao
de PbROD com procedimento de adicdo de 10 puL de ROD (9,96 mmol L em tampéo
tartarato 0,2 mol L™, pH = 2,78) seguido de secagem em fluxo de ar sem aquecimento e
adicao 10 pL de solugdo de Pb**, seguido de procedimento de secagem natural. (A) Faixa
de trabalho: 0,25 a 5,01 mmol L, Ag = 0,76 —0,99¢*°°, R? = 0,998; (B) Faixa Linear:
0,25 a 2,00 mmol L, Ag = -0,06 + 0,26C, R® = 0,999. As barras representam a estimativa
do desvio padrao para um conjunto de 7 replicatas e ndo podem ser visualizadas por
serem menores que 0s pontos.

Na Tabela 17 estdo apresentados os valores da concentracao de Pb, Ba e
Sr do conjunto de solos estudados, determinados por ICP OES, e também os
resultados de Pb(ll) obtidos pelo método de spot test empregando-se o
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procedimento de secagem natural, além da porcentagem de Pb extraido com
HNO3 0,43 mmol L™ e a relagdo entre as concentracdes de Pb obtidas pelos dois
métodos.

Tabela 17. Concentragbes, em mg L”, de Pb, Ba e Sr nos solos obtidas pela extracdo
com HNO; 0,43 mol L.

T T — o] 0] =1} —— ----Spot test™----
Ba Sr Pb Extragao® Pb(ll) Spot test/|CP°
mg L --mg L7

LVA-1  1,0x0,1 <LD 2705 90 173 £12 64
LVA-2 3,0x+0,6 <LD 249+ 2 83 118 £6 47
LVA-3 1,0+0,1 <LD 246+ 8 82 147 £ 8 60
LV-1 8,0+£0,2 7%0,2 235+2 78 243 + 31 103
LVv-2 6,0 +0,3 2+0,1 232+8 77 96 +9 41
LVef 66 £2 34+3 155 +3 52 630 41
LA-1 9,0+0,4 4+0,2 2407 80 146 £ 9 61
LA-2 403 12 243 +6 81 178 £18 73
LAwf 7,0+£0,2 210,07 226 £ 1 75 66 £ 1 29
PVA-1  3,0+0,1 1 +0,003 246 * 1 82 239 + 28 97
PVA-2 9,002 1+0,02 236t 4 79 216 £ 16 92
PVA-3 55%0,1 8 +£0,09 201 £ 1 67 114 £17 57
PVA-4 38+0,8 6+0,1 242 +6 81 225+12 93
PVA-5 124 +t5 18+£0,9 170 £5 57 66 £2 39
PVA-6 27+0,3 14 +£0,6 2316 77 101 £16 44
PV-1 12+0,4 1+0,02 2409 80 254 + 11 106
PV-2 53+2 8+04 209+ 4 70 111 £12 53
RQ 1,0+£0,1 <LD 255+18 85 166 £ 16 65
RL 18 £0,1 6 +0,06 226 2 75 147 £ 8 65
RR 311 2+0,1 232+ 10 77 195+8 84
NX 13+0,7 14+0,9 223 + 11 74 79t14 35
NVef 82 +1 12 £0,08 146 £ 6 49 62+0 42
GX 1052 19+ 0,05 238+6 79 67 t4 28
GM 39+0,6 2+0,02 223 + 1 74 82+5 37
CX 7,0+£0,3 1+0,02 270t 2 90 8017 30
SX 39 1 6+0,2 249 +7 83 204 £ 62 82
TC 8,0+0,2 1+0,03 264 +8 88 254 + 51 96
MT 3632 40 £0,2 1455 48 75+3 52
M1 3+0,1 <LD 415+ 23 18 316 £+ 34 76
M2 5+1.3 1+£0,2 342 +£5 15 148 £ 10 43
M3 2+0,1 <LD 166 £+ 4 30 131 £ 11 80

@ Média e desvios-padrdo foram calculados para n = 3. ° Média e desvios-padrao foram calculados para n =
21. ® Porcentagem de extragdo em relacdo ao valor medido por ICP OES. d Relagédo porcentual entre as
concentragdes de Pb obtidas por spot test com secagem natural e ICP OES.
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Os resultados indicam que a concentracao de Pb determinada por ICP OES
difere daquela encontrada por spot test. Isto pode ser explicado considerando-se
que os dois métodos quantificam diferentes espécies quimicas de Pb(ll). As
concentracdes de Pb(ll) determinadas pelo método de spot test referem-se
exclusivamente a espécies de Pb(ll) disponiveis para reagir com ROD. Portanto,
apresentam concentragdo varidvel conforme a composicdo do extrato de solo
obtido, ou seja, solos com maior teor de argila podem apresentar maior
quantidade de particulas finas de argila (< 0,2 um) dispersas em agua, que, ao se
ligarem ao Pb(ll), tornam-no indisponivel para reacdo de spot test. A mesma
observacdo é vélida para solos com maior teor de matéria organica, os quais
liberam maior teor de compostos orgéanicos (< 0,2 um) que complexam Pb(ll).
Embora Pb(ll) presente nos col6ides inorganicos e organicos nao possam ser
determinados pelo método de spot test podem ser quantificados por ICP OES, o
que justifica as maiores concentragdes de Pb(ll) determinadas por esta técnica.

Os resultados apresentados na Tabela 17 mostram que houve uma maior
porcentagem de extracao de chumbo nos solos que receberam a adicao de Pb(ll),
em comparacao aos solos naturalmente contaminados de area de mineracgao (M1,
M2 e M3). Em média, 75% do Pb(Il) adicionado aos solos foi extraido com HNO;
0,43 mol L™ e nas amostras de area de mineracdo, M1, M2 e M3 foram extraidos,
respectivamente, 18%, 15% e 30% do teor de Pb extraido por HNO; (65%) em
forno de microondas (método USEPA 3051A). Estas diferengas ocorrem, pois no
caso da adi¢do de Pb(ll) aos solos (dopagem) as reacdes de adsor¢cao acontecem
na superficie das argilas e colbides organicos do solo, assim, o Pb(ll) permanece
na fracdo reativa dos solos, sendo portanto extraido pelo HNO; 0,43 mol L
(RODRIGUES et al., 2010). Por outro lado, nos solos de area de mineragdo uma
parte consideravel do Pb se encontra absorvida na matriz dos solos em uma
fracdo denominada inerte e, portanto, ndo extraivel pelo método utilizado
(RODRIGUES et al., 2010).

Alguns solos (LVef, PVA-5, NVef e MT) apresentaram elevada capacidade
de adsorcao de Pb, visto que apenas metade do total adicionado foi extraido com
HNO3 0,43 mol L™ (Tabela 17). A maior capacidade destes solos em adsorverem
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Pb, comparativamente aos demais, pode ser devida a maior capacidade de troca
idnica (CTC), que reflete 0 maior teor de argila e matéria organica, e teor de ferro
extraido por ditionito-citrato-bicarbonato de sédio (Fepcs) (Tabela 16). Estes
resultados estdo de acordo com PIRES et al. (2007), os quais verificaram uma
maior afinidade do Pb com a matéria organica e 6xidos de Fe e Al em solos da
regidao de Curitiba-PR, Brasil.

Os resultados da correlacdo de Pearson entre a concentracdo de Pb(ll)
quantificado pelo método de spot test e os parametros dos 28 solos contaminados

artificialmente sao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Correlagdo de Pearson a 95% de confianga entre a concentracdo de Pb(ll)
quantificado pelo método de spot test e parametros dos 28 solos contaminados
artificialmente.

Parametros Spot test

R valor p
pH 0,0285 0,890
P -0,5885 0,001
CTC -0,6939 <0,001
Argila -0,7727 <0,001
MO -0,5832 0,001
Fe(DCB) '0,5788 0,001
Feox) -0,5743 0,001
Aliox) -0,5840 0,001
MnO -0,4315 0,020

Os valores negativos de correlagcdo (r) entre a concentracdo de Pb(ll)
quantificado pelo método de spot test e os parametros dos solos (exceto para pH),
indicam uma correlacao inversa, apontando que o aumento da concentracédo
destes constituintes nos solos reduz a disponibilidade de Pb(ll) para reagdo de
spot test. Apesar de o pH apresentar influéncia nas reacdes de Pb no sistema
solo, nao foi obtida correlacao deste parametro nas amostras estudadas com os
resultados de concentracdo de Pb(ll) obtidos pelo método de spot test. Desta
forma, os resultados de pH nao foram incluidos na analise de PCA (Figura 35).
Para analise de PCA, foram acrescentados os resultados de concentracéo de Ba e
Sr extraidos dos solos com HNO; 0,43 mmol L' e determinados por ICP OES
(Tabela 17) ao conjunto de dados da Tabela 16. Bario e estréncio sao elementos

que competem por rodizonato e prejudicam a formacdao de PbROD (FIELG e
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SUTER, 1942), como foi mostrado na primeira parte deste trabalho (item 4.3,

subtitulo: Avaliagao frente a interferentes, pagina 71).
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Figura 35. Agrupamento de solos semelhantes de acordo com PC1 x PC2. A-Gréfico do
peso das variaveis (loadings); B-Grafico da distribuicdo das amostras (scores).

Na Figura 35B omitiu-se a identificacdo do grupo de amostras situadas a
esquerda da PC1 para facilitar a visualizacdo das amostras que apresentaram
comportamento estatistico diferenciado das demais.

Analisando os resultados das Tabelas 16 e 17 observa-se que, nas
amostras de solos que nao resultaram na formagcédo de PbROD (Figura 32), pelo
menos um dos parametros dos solos apresentados nestas tabelas esta presente
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em maior concentracdo. Esta observacdo €& concordante com os resultados
obtidos pela analise de PCA (Figura 35).

As componentes PC1 e PC2 juntas explicaram 76,9% da variancia e
permitem agrupar duas classes de amostras distintas: aquelas que produziram
PbROD (17 amostras a esquerda) e os que nao produziram PbROD (11 amostras
a direita). Foi observada a formagcao de PbROD nas amostras PVA-3, PV-2, NX e
LV-2 e estas amostras nao apresentavam 0s mais expressivos valores de
concentragdo dos parametros dos solos relacionados como variaveis na analise
de PCA (Tabelas 19 e 20). Considerando-se as concentragdes obtidas pelo
método de spot test destas amostras, juntamente com os desvios (Tabela 20)
estes valores encontram-se préximos ao LQ do método (95 mg kg™). Isso pode
explicar a localizagdo da amostra PVA-6 préxima a interface da linha diviséria da
PC1.

Os resultados desta parte do trabalho levam as seguintes conclusées:

v' A curva de calibragdo pode ser obtida diretamente a partir de solugdes
aquosas de Pb(NO3),.

v Os valores de LD e LQ do método de spot test para Pb(ll) em solos foram
32 e 95 mg kg™ de solo, respectivamente.

v As concentracbes de Pb determinadas por ICP diferem daquelas
encontradas por spot test, uma vez que os diferentes métodos podem
quantificar diferentes espécies quimicas de Pb(ll).

v Os parametros dos solos responsaveis pela adsor¢gdo de Pb(ll),
complexacao e precipitacdo afetam os resultados do método de spot test,
assim como a presenca de Ba(ll) e Sr(ll), que atuam como interferentes,
impedindo ou dificultando a formacao de PbROD.

v A analise de PCA indicou duas classes de amostras de solos estudadas: as
que geraram PbROD e as que nao geraram o produto colorido, o que pode
estar associando com elevadas concentracoes de alguns parametros do
solo que reduzem a disponibilidade de Pb(ll) para reacéo de spot test.
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v O método de spot test para Pb(ll) em solos indica que se houver a
formacao tipica da coloracdo vermelha de PbROD pode-se estimar que a
concentracdo de Pb(ll) esta acima de 95 mg kg™ de solo.
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Capitulo 8: Consideracoes Finais
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O sistema quimico Pb(ll)/rodizonato é desafiador pois apesar de sua ampla
aplicagdo qualitativa, ndo se encontram informagdes na literatura sobre a
constante de formagéo de PbROD e nem sobre a formula estrutural do complexo.
Por isso, algumas adequacdes propostas neste trabalho para o estabelecimento
de condi¢des para a formacdo do complexo resultaram de extensas avaliacoes
experimentais.

A proposta de aplicacdo quantitativa do método de spot test para
determinacdo de Pb(ll) em solos apresenta limitacbes, devido a grande
heterogeneidade dos solos e aos complexos mecanismos de adsorcao e
dessorcao dos ions que influenciam na disponibilidade destes para a andlise. Por
outro lado, os resultados encontrados apontam boas perspectivas para aplicacao
do método desenvolvido para testes de screening previamente a analises de custo
mais elevado e para elevado niumero de amostras. Sua aplicacdo pode servir
como uma anadlise exploratéria de Pb(ll) em areas de solos contaminados,
inclusive para uso direto em campo, apds alguns ajustes, sendo possivel também
expandi-las para outras matrizes.

Na literatura sdo encontrados diferentes critérios para calculo de LD e LQ
quando se emprega analise digital como ferramenta analitica para quantificacao
de compostos coloridos. Neste estudo, propdem-se o emprego da Equacédo 3
(pagina 36), porém um estudo mais aprofundado empregando outros sistemas
colorimétricos é recomendavel para validar seu uso.

O uso de sistemas microfluidicos em papel e da analise digital de imagens
para quantificacdo da resposta do analito em fungédo da concentracao, introduziu
uma nova linha de pesquisa para o Grupo de Pesquisas em Quimica Analitica e
Educacao (GPQUAE). Assim, além do presente trabalho ja foi desenvolvido o
projeto “Determinacdo de alguns pardmetros de qualidade da agua por spot test
em papel microfluidico” pelo Programa de Iniciacao Cientifica Junior (PIC-Jr). Além
disso, no momento estdo sendo desenvolvidas duas dissertacbes de mestrado e
uma tese de doutorado para deteccao de outros analitos em diferentes matrizes.
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Capitulo 9: Tratamento de Residuos
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Todos os residuos gerados durante os trabalhos experimentais foram
descartados e/ou tratados de acordo com as normas da Comissdo de Segurancga
do IQ-UNICAMP.

Solugdes de Pb(ll), Cd(ll), Ba(ll) e Sr(ll) foram precipitados na forma de

hidroxidos seguindo-se as recomendacgdes descritas nas referéncias:

v" Prudent Pratices for Disposal of Chemicals from Laboratories,
Committee of Hazardous Substances in the Laboratory, Washington
D.C., National Academy Press, 1983.

v' Toxic and Hazardous Industrial Chemicals Safety Manual, Japan,

International Technical Information Institute, 1982.

Os residuos de solos contaminados e os precipitados de Pb(ll), Cd(ll),
Ba(ll) e Sr(ll) foram submetido & Comissdo de Seguranca do |IQ-UNICAMP, para

envia-los para incineragao.
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