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Resumo

O presente trabalho descreve o desenvolvimento e a avaliagdo de um método
baseado em imagens digitais para a quantificacdo de ions metalicos separados por
cromatografia em papel. Empregando-se a estratégia de separagao com papel
ranhudo, eluicdo com solugdo mista de acetato de etila, acetona e acido cloridrico
(9:9:2 v/v) e revelagdo com solugao nebulizada de acido rubeéanico, foi possivel
separar eficientemente os ions Cu®, Ni**, Zn** e Co?, sendo avaliada a aplicagdo
quantitativa para os ions Cu®" e Ni** em ligas metalicas. Foram observados fatores de
retengdo (Rf) zero para o Ni*? e 0,477 para o Cu** com precisbes da ordem de 2,42 %
em relacdo a este parametro, o que demonstrou uma boa eficiéncia de separacao.
Para a realizagdo das medidas com imagens digitais, foram desenvolvidos um
ambiente de luz controlada e um programa especifico que permitisse a obtencéo de
cromatogramas baseados nas imagens adquiridas por uma webcam. As analises
realizadas, considerando as alturas dos picos para a faixa de concentracdo de 200 a
1200 mg.L™, proporcionaram coeficientes de correlagdo linear (R) de 0,9964 e 0,9982
para Cu®* e Ni**, respectivamente, com limites de detecgéo de 99,46 mg.L™" para o ion
cobre e de 70,79 mg.L™" para o niquel. Os resultados obtidos para a quantificacdo dos
elementos em trés ligas metalicas foram comparados com os obtidos por
espectrometria de absorcdo atébmica em chama (FAAS) sendo observados erros
relativos menores que 5,30 % para o niquel e 8,18 % para o cobre e auséncia de
diferengcas significativas ao nivel de confianca de 95% para 5 das 6 andlises
realizadas. Considerando os resultados obtidos, o método proposto pode ser utilizado
em analises quantitativas para a determinagao de ions constituintes de ligas metalicas
eliminando a subjetividade de determinagbes visuais e proporcionando uma analise

simples e de baixo custo.

Palavras-chave: Cromatografia em papel, imagens digitais, cobre, niquel.



Abstract

The following research describes the development and evaluation of a method
using digital image to quantify metallic ions separated by paper chromatography. The
effective separation of Cu®*, Ni**, Zn** and Co*" ions and the quantification of Cu** and
Ni?* in metallic alloys were possible by using the separation with slotted paper, elution
with a mix solution of ethyl acetate, acetone and hydrochloric acid (9:9:2 v/v) and
revelation with nebulised solution of rubeanic acid. The retention factor (Rf) value to
Ni*? was zero while to Cu™ it was 0,477 with 2,42 % of precision, what means that the
separation was efficient. In order to realise measures from digital images, was built a
location of controlled illumination and a computer program that would allow the
construction of chromatograms based on images obtained by a webcam. Considering
peak heights to a range of concentration from 200 to 1200 mg.L™" could be able to
obtain a linear correlation coefficient (R) of 0,9964 and limit of detection (LOD) of 99,46
mg.L™" to copper and R of 0,9982 and LOD of 70,79 mg.L” to nickel. Those results
obtained to three different metallic alloys were compared with flame atomic absorption
spectrometric (FAAS) analysis and the errors did not exceed values of 5,30 %
considering nickel results and 8,18 % to copper besides the absence of significant
differences at 95 % of confidence interval to 5 of 6 analysis. Considering the result, the
proposed method could be used in the future to quantitative determinations of
components in copper-nickel alloys for a simple and low cost procedure, eliminating the

subjective of the visual method of determination.

Keywords: Paper chromatography, digital images, copper, nickel.
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1 - INTRODUGAO

1.1 Cromatografia em papel

Sendo uma técnica de separacdo muito bem estabelecida, com trabalhos
apresentados anteriores a 1900, a cromatografia recebeu atengdes e difundiu-se a
partir de 1930, com estudos relacionados ao isolamento de pigmentos naturais (Weil e
Williams, 1950). Em 1944, Consden et al., buscando uma melhor separagdo de
aminoacidos do que a obtida em silica gel, testaram tal separacdo em celulose de
papel de filtro, dando inicio ao método cromatografico em papel conhecido atualmente.
Sendo assim, com sua ampla possibilidade de aplicagdo e sendo uma maneira mais
pratica e acessivel de realizacdo do método de separagao, tal adaptagdo mostrou-se
como uma revolucdo na analise quimica, uma vez que apresenta baixo custo e ndo é

necessario o uso de mao de obra especializada para a sua realizagao (Smith, 1969).

Seguindo o conceito apresentado por Collins em 2006, cromatografia € um
método fisico-quimico de separagdo dos componentes de uma mistura, realizada
através da distribuicdo desses componentes em duas fases, sendo que uma das fases
permanece estacionaria e a outra se move através dela. Na cromatografia em papel, a
fase moével é composta por um liquido eluente e a estacionaria apresenta-se como
moléculas hidrofilicas retidas nos grupos hidroxila das moléculas de celulose
presentes nas fibras do papel cromatografico utilizado (Figura 1). Para que ocorra a
separacdo, equilibrios de particdo ocorrem entre as duas fases e, as diferentes
interacdes dos analitos com ambas as fases resultam em diferentes tempos de
eluicdo, ou seja, diferentes componentes vao apresentar diferentes taxas de eluigédo
relacionadas as diferentes interacbes apresentadas com a fase estacionaria e/ou

movel (Braithewaite, 1996).
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Figura 1 - Parte da estrutura de uma macromolécula de celulose.

Especificamente no caso da cromatografia em papel (CP), o papel cumpre a
fungdo de suporte para a celulose, que retém as molécula hidrofilicas (fase
estacionaria) que possuem grande afinidade com a componente aquosa da fase movel
e, em contrapartida, baixa afinidade com os componentes orgénicos da mesma. Os
equilibrios de particdo ocorrem conforme o eluente (fase mével) percorre as fibras do
papel contendo a amostra por meio de capilaridade, uma vez que, ao ocorrer o
encontro do eluente com a amostra, uma parte interage mais fortemente com a porgéo
aquosa e celulose, enquanto outra interage de forma mais eficiente com a parte
organica do eluente, sendo assim, parte do soluto deixa o papel e entra na fase
organica. Quando o eluente atinge uma parte do papel que ndo contem amostra, o
equilibrio ocorre novamente, sendo assim, compostos com maiores interagdes com a

fase orgénica percorrem maiores distancias no papel (Block, 1955).

Apos a separacdo efetivada pela corrida, sédo realizados processos de
revelagdo para evidenciar a posicdo das bandas cromatograficas e a observacgao
visual tornar-se possivel. Entre outras formas de revelagdo, a quimica € a mais
comum, que pode envolver tratamento prévio do papel com solucao de fluoresceina
possibilitando analise das bandas encontradas por meio da iluminacdo com radiagao
ultra violeta ou, no caso apresentado, a revelagdo envolve a borrifagdo de uma
solugdo reveladora especifica que pode ser escolhida pela descrigdo na literatura

(Collins, 2006). Nesse caso especifico, o uso de um revelador eficiente para ions
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inorganicos foi encontrado em alguns trabalhos (Vogel, 1981; Hashmi, 1965; Soylak,

2006).

Outro fator relevante para a analise realizada é a eficiéncia da corrida, para
determinar se uma eluigao foi correta e eficiente, deve-se contar com o valor retengao
(Rf), o qual é representado pela fungdo do quociente entre as distancias percorridas
pelo soluto e pela frente do solvente (Figura 2), ou seja, se Rf = 1, o componente elui
junto com o eluente, se Rf = 0, o analito em questao nao migra na fase estacionaria
(Braithwaite, 1996). Apesar de nao ser uma propriedade fisica do soluto, o Rf pode ser
utilizado para comparagdes, uma vez que torna-se bastante semelhante quando sao

empregadas as mesmas condigdes.

.................. m) Posicéo final do eluente
@ ®
ds
d Ri=
m d m
ds,
. l ..... ® - m) Local de aplicagdo da amostra

Figura 2 - llustracdo do calculo do fator de retengéo (Rf).

Muitos trabalhos indicam analises qualitativas relacionadas ao uso da
cromatografia em papel (Consden, 1944; Dobbins, 1950; Burma, 1953), porém, a
quantificagdo a partir das bandas coloridas obtidas sempre passou por processos mais
laboriosos, uma desvantagem para o uso dessa técnica. Alguns métodos conhecidos

sao por meio do recorte da area do papel com a banda cromatografica de interesse e



posterior lixiviagdo do composto por meio de lavagens especificas ou pesagem da
area retirada e comparagdo com o logaritmo das concentragbes, porém, a mais
aplicada é a analise visual, na qual séo feitas comparagdes visuais das bandas obtidas
com bandas de uma curva previamente proposta, porém, tal método conta com a
subjetividade de interpretagdes colorimétricas do analista, sendo pouco eficiente

(Block, 1955).

1.2 Imagens digitais

Imagens digitais sdo compostas por fungdes matematicas bidimensionais que
se relacionam ao plano espacial. Sua primeira aplicagao histérica ocorreu em 1920 na
area de jornalismo quando pbéde-se compartilhar uma imagem entre a Inglaterra e os
Estados Unidos por meio de um cabo submarino (Gonzalez, 2002). Desde entéo, as
aplicagbes foram aumentando e, nos ultimos anos, suas aplicagbes em analises
quimicas tem sido amplamente estudadas (Byrne, 2000). Uma cena real é
transformada em imagem digital por meio de uma forma numérica, para que seja
realizada tal conversdo, ha a delimitagdo da area da imagem e sua divisdo em
pequenas partes da funcdo bidimensional, cada uma dessas partes € chamada de

pixel (van Espen, 1992), quanto mais pixels a imagem possui, maior é sua resolugéo.

A imagem digital carrega informagbes matematicas que podem ser
interpretadas por meio de computadores ou programas especificos, as informacoes
relacionadas a cor sdo, majoritariamente, relacionadas ao Padrdao Bayer, obtido por
um pesquisador da Kodak, que utiliza de trés filtros organizados com as cores
vermelho, verde e azul (Figura 3) que, quando processados por um soffware geram
um sinal red-green-blue (RGB), convertido em uma imagem visivel (Stafford, 2008), tal
combinacédo, considerando o armazenamento restrito, possui 256 niveis (0 a 255) no

espectro visivel e, permitem a aquisi¢gdo de 16 milhdes de cores (Gomes, 2008).
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Figura 3 - Padréo Bayer e a construcao do sinal RGB

As aplicagdes do uso de imagens digitais passaram a ser de amplo interesse
uma vez que sua realizagcdo € simples e de baixo custo, entre as aplicagbes na
quimica analitica, as colorimétricas sdo as que merecem destaque (Askim, 2013)
sendo possiveis analises quantitativas simples por meio de aparatos muito difundidos
atualmente, como smartphones (Salles, 2013), scanners (Gomes, 2008), cameras

digitais (Byrne, 2000) ou webcams (Gaiao, 2006).

Sendo um método nao destrutivo e uma maneira pratica e eficiente de analise
colorimétrica, pode-se relacionar suas vantagens a aplicagdo de quantificacdo em
cromatografia em papel, minimizando os erros subjetivos de interpretagao do analista

e ao gasto de reagentes para tratamento do papel.

E importante destacar que embora este tipo de detecgéo esteja sendo utilizado
de forma plenamente eficiente para a determinacdo colorimétrica em dispositivos
microfluidicos de papel, os chamados PPAD (Martinez, 2007), ha ainda poucos
trabalhos aplicados a cromatografia em papel quantitativa. De fato, os poucos
trabalhos presentes na literatura sobre o tema costumam empregar o escaneamento
do papel revelado e ferramentas quimiométricas relativamente elaboradas para as
aplicagbes quantitativas (Marcelo, 2016). Desse modo, o presente trabalho propde o
uso de uma estratégia mais simples de detecgdo em que imagens obtidas por uma

webcam a partir de um programa de computador desenvolvido pelo grupo de
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pesquisas possa ser aplicado com a minima manipulacdo na determinacao

quantitativa de espécies quimicas.



2 - OBJETIVOS

Avaliar o sistema de deteccdo baseado em imagens digitais para medidas
quantitativas em cromatografia em papel para determinagdo de ions metalicos e

aplicagdo em amostras de ligas metalicas.
2.1 — Objetivos especificos

* Desenvolver sistema para aquisicdo das imagens digitais com uma webcam.

* Estimar as figuras de mérito analitico para o método proposto.

* Otimizar as condi¢des de separacao e detecgido para determinagao de ions
metalicos.

* Determinar a concentracdo de elementos metalicos em amostras de ligas

através da estratégia proposta.



3 - METODOLOGIA

3.1 — Construgdo de ambiente de luz controlada

Para a realizagdo do presente trabalho, foi necessaria a construgdo de um
ambiente de luz controlada e uniforme para minimizar as variagdes nas analises.Tal
sistema foi constituido por uma caixa de madeira com tampa abaulada medindo 26,5
cm de comprimento, 17,4 cm de largura e 17,0 cm de altura considerando a parte mais
alta da tampa, como pode ser visto na Figura 4. No interior da tampa, foram fixadas
fitas de LED branco, totalizando 168 emissores que posteriormente foram recobertos
por um anteparo branco fosco, utilizado para proporcionar um maior espalhamento da
radiacdo. No centro da tampa foi feito um furo de didmetro 1,7 cm para
posicionamento da webcam de alta definigdo (Logitech c270) e fixadores de elastico

foram posicionados para evitar sua movimentagao.

Os papéis cromatograficos utilizados, apds a revelagdo, foram posicionados ao
fundo da caixa sobre um fundo branco, feito com papel A4. Para melhor aquisicdo dos
sinais analiticos, procurou-se posicionar o papel cromatografico de modo que todas as
bandas cromatograficas pudessem ser observadas com nitidez. A distancia entre a

webcam e o papel era de 17 cm.



(A]

(B] (€]

Figura 4 - [A] Visdo geral e dimensbes da caixa usada para ambiente de luz controlada. [B]
Parte interna da tampa onde foram posicionados 168 LEDS de luz branca desligados
(esquerda) e ligados (direita). [C] Fundo da caixa onde é posicionado o papel usado para
obtengao das medidas.

3.2 — Programa de analise

Para a realizagdo das medidas foi desenvolvido um programa que permite a
andlise de imagens digitais obtidas pela webcam em tempo real baseadas no sistema
de medidas RGB. Tal programa foi escrito em VisualStudio 2013 e utiliza seis
amostradores retangulares (Figura 5) que definem as areas especificas do papel em
que os sinais RGB serao obtidos. Dessa forma, o usuario visualiza a imagem de todo
0 papel na janela superior esquerda do programa e posiciona os amostradores de

forma alinhada aos canais em que foram desenvolvidas as corridas cromatograficas.



Deve-se ressaltar ainda que o usuario pode ajustar as dimensdes dos amostradores,

delimitando o numero de pixels a serem avaliados.

ApOs esses ajustes, os amostradores sao deslocados automaticamente, pixel a
pixel, da regido direita para a esquerda da imagem sendo obtidos os valores de RGB
médio para os pixels contidos no amostrador a cada deslocamento. A distancia total
percorrida pelos amostradores na imagem ¢é definida pelo chamado numero de leituras
(Figura 5) e os cromatogramas obtidos para cada canal e para cada componente de

cor (RGB) séo apresentados na janela superior direita do programa (Figura 5).

Para o seguinte trabalho, foram usados valores de 5 pixels para largura do
amostrador e 34 pixels para altura além de 250 leituras para permitir a obtencéo dos
cromatogramas completos. As coordenadas x e y eram configuradas conforme a

necessidade.
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Figura 5 - Interface do programa utilizado na obtengcédo dos cromatogramas onde [1] indica a imagem do papel no ambiente de luz controlada [2] indica a regido
dos cromatogramas resultantes das leituras. [A] a [D] sdo os locais de configuracao da posicao e tamanho dos amostradores, largura, altura, coordenada x e
coordenada y, respectivamente. As configuragdes da corrida estdo representadas por [F] numero de leituras.
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Para as realizagdes das medidas de cada metal estudado, foi definido um
padrédo de configuragdo de imagem que resultasse em um melhor resultado analitico,
tais mudancas sdo realizadas ajustando-se as configuracbes destacadas na Tabela 1

no proprio programa desenvolvido.

Tabela 1 - Pardmetros de imagem usados nas medidas de amostras de Ni**e Cu*.

Ni*? Cu*?
Exposigao 57,1 % 57,1 %
Ganho 172 % 21,9 %
Brilho 50,4 % 16,8 %
Contraste 18,8 % 65,6 %
Intensidade de cor 12,5 % 0,0 %
Equilibrio de branco 34,0 % 40,0 %

3.3 — Papel cromatografico empregado

O papel da marca Whatman e modelo CHR1 foi empregado para tal pesquisa.
Inicialmente, cortou-se a folha de papel cromatografico em tamanhos A4 observando-
se a direcao de manufatura do papel indicada pelo fabricante, a qual permite manter a
uniformidade das fibras para todos os papéis cromatograficos utilizados. Sobre esses
papéis foram impressas demarcag¢des que auxiliaram no corte de regides especificas

para a obtengdo do chamado papel ranhudo para cromatografia (Vogel, 1981).

Os moldes impressos foram recortados com auxilio de estiletes de modo que
obtivéssemos 10 canais independentes com 1,0 cm de largura, onde cada uma das
solugbes das amostras/padroes eram aplicadas. As dimensdes do papel séo
mostradas na Figura 6. Deve-se destacar que as regides escuras indicadas na figura
séo retiradas durante o corte caracterizando a independéncia dos canais. A imagem
de um papel devidamente recortado € mostrada na Figura 7.
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A aplicacdo da amostra é feita a aproximadamente 1,5 cm da base do papel,

na entrada de cada canal, possibilitando corridas independentes para cada um dos

canais.

15,5 cm

1,0cm

r

/
N B

LI

-~

13,5cm

> Local de

A

L
Ll

20,7 cm

aplicacao da
amostra.

Figura 6 — Esquema de dimensdes do papel cromatografico utilizado.

Figura 7 - Foto do recorte do papel ranhudo.

13



3.4 — Reagente e solugodes

A maioria das solugdes utilizadas no trabalho foi preparada em agua destilada.

Quando outro solvente foi utilizado ha a indicag&o no texto.
3.4.1 — Solugdes dos ions metalicos

Foram preparadas solugdes estoques dos ions metalicos Cu*?, Ni*?, Zn*?e Co*?
na concentragao de 2000 mg.L'1 a partir da dissolucdo das massas adequadas dos
sais CuCl,.2H,0 (Vetec, 98%), NiCl,.6H,O (Riedel-de Haén, 97%), Zn,S04.7H,0

(Isopar, 99%) CoCl,.6H,0 (Vetec, 98%).

Para testes iniciais, uma solu¢cdo padrao contendo os quatro ions metalicos na
concentracao de 250 mg.L'1 cada foi preparada pela dissolugdo da solugdo estoque

em agua.

Para a determinagdo de ions Ni*? e Cu*? foi preparada uma solugdo estoque
contendo ambos os ions na concentragdo de 2000 mg.L'1 cada a partir da dissolugao
da massa adequada dos sais CuCl,.2H,0 (Vetec, 98%), NiCl,.6H,O (Riedel-de Haén,

97%).

As solugdes padrbes para a construgdo das curvas analiticas utilizadas na
cromatografia de papel foram preparados com a diluigdo da solugdo estoque para
obter concentracdes de 200 mg.L™" a 1200 mg.L™, com intervalos de 200 mg.L™ entre

cada padrao.
3.4.2 — Solugéo eluente

Para a preparacdo da solucdo eluente foram adotados os procedimentos de
separagédo propostos por Vogel, em 1981. Tal solugdo foi composta por acetato de
etila, acetona e acido cloridrico (6 mol/L) na propor¢do em volume de 9:9:2

respectivamente, totalizando os 20 mL usados nas corridas.

3.4.3 — Solucéo reveladora
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Uma solugéo de ditioxiamida (acido rubeénico) na concentragdo de 0,1% m/v
foi preparada pela dissolugdo da massa apropriada da substancia (Carlo Erba, 90%)

em etanol.
3.4.4 — Preparo da amostra

Como amostras foram usadas trés moedas dos anos 1970 compostas por liga
cupro-niquel. Tais moedas foram partidas em 3 fragées de aproximadamente 220 mg e
cada fragao foi dissolvida em solugao de HNOj3 concentrada e aquecida. Quantidades
de HCI foram também adicionadas para auxiliar a dissolugdo. Posteriormente, as
solugdes foram avolumadas para 50,00 mL com agua. Para as corridas
cromatograficas, foram realizadas as diluigdes necessarias das solugbes das amostras
de forma que as concentracbes dos ions atendessem a faixa de concentragéo

estabelecida nas curvas analiticas.

3.4.5 — Preparagcdo dos padrboes usados na espectrometria de absorcdo

atbmica em chama (FAAS)

Para as analises comparativas realizadas em FAAS foram preparados padrdes
mais diluidos de Cu*® (1 mgL"' a 5 mgL") e Ni** (2 mgL' a 10 mg.L")
separadamente. Para as amostras, foram utilizadas diluigdes suficientes para

adequacéao nas curvas analiticas.

3.5 — Procedimentos para as corridas cromatograficas

Para a aplicagao das solugbes das amostras/padrées no papel observou-se a
necessidade de nao apoiar a regido de aplicagdo sobre uma superficie, uma vez que
isso poderia ocasionar na perda de solugdo que eventualmente atravessasse o papel.
Nesse sentido, utilizou-se a estratégia ilustrada na Figura 8, em que a porg¢ao do papel
que recebe a amostra é suspensa entre dois suportes de madeira evitando o contato

dessa regido com a superficie de apoio. Dessa forma, nos estudos realizados, 1,5 pL
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das solugbdes eram aplicadas na regido indicada na Figura 8 com o auxilio de uma

micropipeta.

ApOds a aplicagéo, o papel era seco com o auxilio de um secador de cabelos e
as extremidades eram unidas de maneira que o mesmo obtivesse um formato
cilindrico (Figura 9) e, entdo, posicionado em um béquer, de altura suficiente para
cobrir todo papel, cujo o fundo continha a solugdo eluente ja descrita. Com o inicio da
corrida, o béquer era tampado com uma placa de vidro e aguardava-se a frente do

solvente atingir aproximadamente 1 cm do final do papel.

Terminada a corrida, o cilindro de papel era seco ao ambiente e entdo
posicionado em um béquer contendo pequena quantidade de solugdo concentrada de
amoénia a fim de neutralizar resquicios de acido do papel. E importante citar que o

papel nao entrava em contato com a solugdo de aménia, apenas com seu vapor.

Por fim, ao retirar do vapor de aménia, o cilindro de papel cromatografico era
aberto e fixado em um suporte para que fosse pulverizado com a solucdo reveladora
de acido rubeéanico e as bandas cromatograficas fossem explicitadas. Para isso, foi
utilizado um nebulizador hospitalar com um bico adaptado (Figura 10) para a geragao
de um aerossol do revelador, tornando o processo mais eficiente e evitando grandes

gastos de volume para tal processo.
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Em L1
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Figura 8 - Suporte para aplicagdo das amostras onde [A] apresenta o local de aplicagéo e [B] o
local indicado para o término da corrida [C] e [D] representam os suportes usados.

Figura 9 - Papel em formato cilindrico posicionado no béquer para a corrida.
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Figura 10 — Bico adaptado para nebulizagédo da solugao reveladora.

3.6 — Estudos preliminares

Inicialmente foi avaliada a eficiéncia de separagao e de revelagdo das bandas
cromatograficas a partir do procedimento descrito por Vogel (1981). Dessa forma,
procurou-se realizar a separagdo dos metais Zn*?, Cu*?, Ni*? e Co*? em uma mistura
contendo aproximadamente 250 mg.L™" de cada elemento. Para fins de comparacéo,

foram aplicados também solugdes dos ions individuais em canais separados.
3.7 — Determinagéo de Cu*? e Ni*? em ligas metalicas

Seguindo os procedimentos descritos na seg¢ao 3.5, foram realizadas corridas

cromatograficas para a determinagdo dos ions Cu*? e Ni*?

nas ligas metalicas de
interesse. Para isso, foram utilizados os seis padrées de 200 mg.L™" a 1200 mg.L™" em

diferentes canais e, nos quatro canais restantes, foram adicionadas as solugdes de
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amostra, cuja diluigado foi realizada de maneira a adequar as concentragées na curva

analitica produzida em cromatografia de papel.

Apds os procedimentos, as analises foram realizadas com o auxilio do
programa em VisualStudio e nele foram adquiridos os cromatogramas que
possibilitaram, por meio da altura dos picos, a obten¢cdo das curvas analiticas, além

dos sinais para cada amostra.

Para a realizacado das medidas, foi necessario dividir o papel em duas partes,
sendo uma constituida de seis canais correspondentes aos padrées e a outra com os
outros quatro canais contendo as bandas das amostras. Para evitar erros, os papéis
foram posicionados estrategicamente um sobre o outro de modo que as dez bandas
de interesse ficassem aparentes e a leitura dos dez canais fosse realizada em uma

unica medida, como apresentado na Figura 11.

2R

*
o 0

Figura 11 — Exemplo do posicionamento do papel para analise de niquel.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Estudos dos diferentes ions

As solugbes contendo os ions bivalentes previamente citadas na secédo 3.6
foram analisadas pelo método proposto em cromatografia de papel, onde, apos a
adequacado do tamanho do papel para a corrida, obteve-se o resultado ilustrado na

Figura 12.

Zn*2

Cu*?

N|+2

Figura 12 — Parte do papel utilizado na corrida cromatografica contendo os ions Cu*? zn*,
Ni*? e Co™, além da mistura dos mesmos e bandas cromatograficas explicitadas em cada
canal.

Observa-se que nas condi¢gdes empregadas houve a separagdo dos ions
propostos presentes na mistura, o que pode ser confirmado pelas corridas individuais.
Na Figura 12, as setas indicam cada banda relacionada a um ion especifico, sendo
bem diferenciado por suas cores. A coloragdo cinza-esverdeada da primeira banda
explicitada é caracteristica do cobre, assim como a rosa, a azul e a amarela sao
especificas para zinco, niquel e cobalto, respectivamente. Outro aspecto relevante é a

aparicdo das bandas em coloragbes mais claras no canal destinado a mistura, sendo
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essa resultante da menor concentragdo de ions em solugdo, sendo assim, a

quantificagao torna-se viavel.

E importante ressaltar que ndo é possivel revelar o ion de Zn*? com o mesmo
revelador usado em outros casos. Para esse caso especifico, utiliza-se uma solugao
diluida de 1,5-difeniltiocarbazona (ditizona) em cloroférmio. Porém, tal revelagdo nao
possui duragao tdo prolongada quanto a realizada em outros metais pelo uso de acido
rubeénico, o que pode ser explicado pela pouca estabilidade da solugido dado pela
oxidagcao a um composto nao reativo ou ao deslocamento do equilibrio tautomérico
ceto-enol para a forma endlica, que produz o ditizonato de zinco que nao apresenta a
detecgao desejavel (Fischer, 1934).

Uma vez que os estudos quantitativos para zinco sdo dificultados devido a
instabilidade do produto revelado e nao foram encontradas amostras com quantidades
apreciaveis de cobalto quando em ligas contendo, também, niquel e cobre, optou-se

por escolher ligas de cupro-niquel para a realizagao das analises.

4.2 — Determinagao de Ni*? e Cu*? em ligas metalicas

Na Figura 12 é apresentada a imagem do papel cromatografico revelado apés
a separagdo das misturas padrdo de Cu™ e Ni*? e também para as solugdes das
amostras. Observa-se que as bandas referentes a cada ion apresentaram fatores de
retencdo visualmente reprodutiveis e eficientes, além do escurecimento gradual das
bandas cromatograficas com o aumento da concentragdo dos padrées. Os quatro
ultimos canais apresentam diluigdes das solugbes de amostra que, no caso da Figura

13, foi diluida para a determinagao de Ni*?.
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i

Padroes Amostras

. . ) +2 . .
Figura 13 - Papel de corrida cromatografica com amostras de Ni** onde os seis canais
iniciais apresentam padrées com concentragbes crescentes e os quatro canais restantes
amostra do ion utilizada e o tracejado apresenta a posigao final de corrida do eluente.

Tendo obtido a separacao dos dois ions e observado visualmente a variagao
de intensidade de cores para as diferentes concentragdes, procurou-se estabelecer as
melhores condi¢gbes de imagem para a obtengao de sinais RGB que pudessem ser
relacionados com as concentragbes dos ions. Como pode ser observado na Figura 13
as bandas referentes ao ion Cu*? apresentaram uma coloracédo cinza-esverdeada, o
que acarretou em uma resposta insatisfatéria ao se utilizar uma imagem colorida para
a aquisicdo do sinal analitico. Em outras palavras, ndo foi possivel obter uma relagao
linear dos sinais R, G ou B individuais com a concentracao de Cu*? quando a imagem
era colorida. Nesse sentido, optou-se por utilizar uma imagem em escala de cinza, o
que proporcionou a obtengdo do cromatograma mostrado na Figura 14, na qual
observa-se o aumento proporcional da altura dos picos referentes aos padrbes de
cobre com o aumento das concentragcdes. Nota-se, entretanto, que a resposta em

escala de cinza ndo ¢ linear para os padrées de Ni*2.
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Figura 14 — Cromatograma da corrida obtido com padrdes de imagem para analise de Cu*.

Para o Ni*? observa-se na Figura 13 bandas com coloragdo azul mais nitidas
que aquela obtidas para o cobre, o que permitiu o uso da imagem colorida para a
obtencdo dos sinais analiticos referentes a esse ion. De fato, a componente R do
sistema RGB foi a que proporcionou a melhor resposta linear para as diferentes
concentragdes de niquel. Conforme mostra o espectro na Figura 15, o maximo de
absorgao para o produto azul se da em torno de 650 nm, comprimento de onda que
corresponde a coloragdo vermelha no espectro. o que pode ser constatado ao se
observar os cromatogramas obtidos a partir dessa componente apresentados na

Figura 16.
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Figura 15 — Espectro de absorgéo Ni*2.
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Figura 16- Cromatograma da corrida obtido com padrdes de imagem para analise de Ni*2.
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Outra constatagdo importante dos cromatogramas obtidos € que o programa
desenvolvido possibilitou a aquisicdo de sinais analiticos com boa raz&o sinal/ruido
para a faixa de concentragdo estudada, indicando a possibilidade de uso do mesmo
para determinagdes quantitativas. Baseado nas alturas dos picos obtidos, foi possivel
construir curvas analiticas com elevadas correlagdes lineares para os dois ions. Para o
ion cobre a curva analitica € apresentada na Figura 17 com R = 0,9964, sendo
estimado um limite de deteccdo de 99,46 mg.L™". Para o niquel, a curva analitica com
R = 0,9982 e limite de deteccdo estimado de 70,79 mg.L™" é apresentada na Figura
18. Considerando a simplicidade das medidas, pode-se afirmar que os limites de
detecgao obtidos sdo plenamente satisfatorios para a determinagéo dos ions em ligas

metalicas nas quais as concentragbes costumam ser relativamente elevadas.
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Figura 17 — Curva analitica obtida para determinacao de Cu*.
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Figura 18 - Curva analitica obtida para determinacéo de Ni*2.

Esses resultados indicaram que a metodologia proposta permite obter uma
resposta analitica ndo subjetiva para a determinagédo quantitativa dos metais. De fato,
como ja discutido na parte introdutéria do texto, essas medidas s&o normalmente
baseadas na observacado visual pelo analista, o que pode levar ao aumento da

incerteza nas medidas.

Ainda em relagcdo aos indices de retencédo exibidos nas Figuras 14 e 16,
observa-se que, visualmente, os valores obtidos para os diferentes padrdes sao muito
parecidos. De fato, a média do valor de Rf para o ion de cobre foi de 0,477 com
coeficiente de variagdo de 2,42 %, o que comprova a boa precisdo para esse
parametro de separacédo. Deve-se destacar que, para o niquel, o Rf obtido é muito
proximo de zero com média e desvio padrao também muito baixos e relacionados a
pequenas variacdes na posicdo de aplicagcéo, confirmando a precisdo com relacao ao

Rf.

Ja para o calculo de repetibilidade relacionada aos sinais analiticos obtidos, foi
realizada uma medida a partir de uma corrida cromatografica especifica contendo oito

canais com o mesmo padrdo de 600 mg.L™”, sendo adquiridos um valor de coeficiente
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de variagao de 6,56% para as analises de niquel e 6,16% para as respostas obtidas
para o ion de cobre. Esses valores mostram que as medidas apresentam uma
precisdo adequada para a realizacdo de medidas quantitativas, haja vista que o
procedimento de analise envolve a aplicagdo de volumes muito pequenos de amostra
(1,5 yL) e que a propria exatiddo da micropipeta (aprox. 2 %) assim como sua precisao
(aprox. 2,1 %) podem causar variagdes significativas no resultado final. Além disso, &
importante destacar que a medida é realizada com uma instrumentacdo bastante
simples, baseada em cromatografia em papel e imagens digitais obtidas por uma

webcam para aquisi¢ao do sinal analitico.

Deve-se relatar também que os resultados descritos acima foram obtidos com
base na altura dos picos cromatograficos e ndo com relagdo a sua area, o que é
comumente empregado em analises cromatograficas. De fato, estudos empregando-
se as areas nao levaram a resultados significativamente diferentes daqueles obtidos
com base nas alturas dos picos. Dessa forma, optou-se pela altura como parametro
analitico a ser relacionado com a concentragdo, uma vez que esse € mais facilmente

obtido a partir dos cromatogramas brutos, tornando a analise mais rapida e simples.
4.3 — Determinagao dos ions de interesse em amostras

Para a determinacdo das amostras, usaram-se as imagens padrdes
determinadas na Tabela 1, obtendo-se as Figuras 19 e 20 para determinagdo de Ni** e
Cu*? respectivamente. A partir de tais parametros, foi possivel a obtencdo de
resultados relacionados ao percentual de cada metal na liga metalica de cupro-niquel
estudada, os resultados obtidos em cromatografia de papel foram comparados aos
obtidos em espectrometria de absorgdo atdbmica em chama e os erros relativos

estimados e apresentados nas Tabelas 2 e 3.
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Figura 19 - Imagem obtida pelo programa de analise para a determinagéo de Ni*? em amostra.

.

Figura 20 - Imagem obtida pelo programa de andlise para a determinagéo de Cu*? em amostra.

Observa-se que os erros encontrados para as medidas propostas, quando em
comparagdo com espectrometria atbmica, nao ultrapassam 5,30 % para amostras de
niquel e 8,18 % para analises de cobre. Tais valores sdo considerados satisfatorios
devido a simplicidade de instrumentagcdo do método proposto. Além disso,
considerando nivel de confianca de 95 %, ndo foram encontradas diferengas

significativas entre os resultados obtidos para cinco das seis analises realizadas, foi
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encontrada diferenga significativa apenas para a determinagao de cobre na amostra

da moeda de 50 centavos.

Tabela 2 - Resultados obtidos para analise de niquel em amostras.

%Ni*?
FAAS CP Erro Relativo (%)
Teor (%) * Sd Teor (%) * Sd
Moeda 10 centavos 26,09 £ 1,87 2515+£2,72 -5,30
Moeda 20 centavos 26,22 +4,72 25,74 £ 4,55 -1,83
Moeda 50 centavos 26,14 £ 1,78 26,53 £ 2,51 1,49

Tabela 3 — Resultados obtidos para analises de cobre em amostras.

%Cu*
FAAS CP Erro Relativo (%)
Teor (%) * Sd Teor (%) * Sd
Moeda 10 centavos 75,72 £ 2,68 7417 £4,78 -5,54
Moeda 20 centavos 74,04 + 1,81 73,31 +£5,12 -5,60
Moeda 50 centavos 82,02 £+ 1,46 7452 +4,77 -8,18
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— CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos, pode-se concluir que o método de analise
proposto € uma alternativa viavel e pratica para a separagdo e quantificagcado de
elementos metalicos em ligas por cromatografia em papel, minimizando os erros
de subjetividade das analises visuais e proporcionando um desempenho analitico
adequado. As imagens digitais, aliadas a cromatografia de papel, empregando-se
a estratégia proposta de detecgao podera ser aplicada a outros tipos de amostras

e analitos fornecendo uma alternativa de baixo custo para analises preliminares,
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