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Introducéo

Devido a presenca de metais potencialmente toxicos em varios aspectos da sociedade,
h& uma preocupacao significativa quanto ao impacto que essas substancias podem ter no meio
ambiente e na saude humana (HUANG et al., 2022). Essa preocupacao é justificada, pois esses
metais tendem a se acumular no meio ambiente devido a sua estabilidade e resisténcia a
degradacdo (WANG et al., 2022). Além disso, metais como cobre (FRANCO et al., 2021;
FRANCO; TOITO; DOS SANTOS, 2021; MAIA et al., 2022), mercurio (MENG et al., 2019;
VIEIRA et al., 2021), cobalto (TOITO et al., 2020), chumbo (WANG et al., 2021), cddmio
(KOUZBOUR et al., 2022), arsénio (LI et al., 2023), cromo (NETO et al., 2019) e selénio (MA;
ZENG; DUAN, 2019) tém alto potencial de contaminacdo em &guas ambientais (DOS
SANTOS et al., 2014, 2015), bebidas e alimentos. Embora alguns desses metais sejam
micronutrientes essenciais, existem regulamentagdes que impdem limites ao seu uso.
Especificamente, o Pb** requer controle rigoroso devido aos efeitos adversos no sistema
neuroldgico, rins e circulagdo sanguinea (NAG; CUMMINS, 2022). Em adultos, essa
contaminacdo pode ser eliminada em até duas semanas, mas o metal pode se acumular nos 0ssos
e dentes ao longo do tempo (OLIVEIRA, 2019; ZWOLAK et al., 2019). Em 2022, a Agéncia
para Substancias Toxicas e Registro de Doengas (ATSDR, 2022) nomeou o chumbo como a
segunda substancia com maior potencial de exposi¢cdo humana, enfatizando a importancia de
monitorar sua presenga no ambiente.

Tanto a Organizacdo Mundial da Satde (WHO, 2022) quanto o Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA, 2005) estabeleceram um limite méximo de 10 pg L™ para a
concentracdo de Pb*" na 4gua. Além disso, a legislacdo brasileira estabeleceu um valor de
referéncia de 500 pg L' para a bebida alcodlica cachaga. A Agéncia de Protecdo Ambiental
(EPA) (ATSDR, 2022) definiu limites de 4,0 x 10° ug L™" para solos recreativos e 120 x 10° pg
L™ para areas ndo recreativas. A Resolugdo CONAMA n° 420/2009 estabelece um limite de
4,0 x 10° pg L' de ions de chumbo em solos de areas urbanas e industriais. Dada essa
diversidade de limites de tolerancia para o Pb**, a identificagdo e quantificagdo desse cation sao
cruciais, pois ele pode estar presente em alimentos e ser absorvido pelo solo, contaminando
culturas e representando riscos a saude humana.

Para quantificacdo de Pb?*", varias metodologias podem ser aplicadas, como
colorimétricas (FRANCO et al., 2021; TOITO et al., 2020), eletroanaliticas (DOS SANTOS et
al., 2014, 2015; DE ALMEIDA et al., 2023; LYU; TAO; ZHANG, 2022), absor¢éo atomica de
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vapor frio (SHIRKHANLOO et al., 2023), espectroscopia Raman (DA SILVA et al., 2023),
adsorcéo (LI etal., 2023; MAHMOUD; ABDOU; SOBHY, 2017) e fluorescéncia (MA; ZENG,;
DUAN, 2019; PORTUGAL et al., 2023; VIEIRA et al., 2021). A fluorescéncia se destaca por
ser uma técnica optica de deteccédo rapida e sensivel (DOU et al., 2022; LAKOWICZ, 2006;
TANG et al., 2022), com baixos limites de deteccdo e faixas lineares de concentracao
excelentes (DA SILVA et al., 2020; SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2007). Além disso, a
fluorescéncia pode determinar ions metalicos, suprimindo ou aumentando a intensidade
fluorescente em espécies organicas e inorganicas (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2007).

Nesse contexto, hd muitos estudos focados no desenvolvimento de novos sensores
quimicos para analises fluorimétricas de metais em diversas amostras. Substancias
heterociclicas, como triazdis, imidazois, tiofenos, tiazdis e piridinas (ALHAMAMI;
ALGETHAMI; KHAN, 2023; MAHESH; KARPAGAM; PANDIAN, 2019; WANG et al.,
2020) tém se destacado. Iminas também foram relatadas como sensores quimicos para metais
com excelente seletividade e sensibilidade (BERHANU et al., 2019; FRANCO et al., 2021). A
combinacdo de estruturas heterociclicas com grupos funcionais iminas na mesma molécula
pode aprimorar o sensor quimico. Os bis-iminas tiazdis s&o uma opgdo promissora para o
desenvolvimento de sensores para determinacdo de metais. A estrutura desses bis-iminas tiazois
favorece a formagdo de complexos metalicos, incluindo com Pb*", possivelmente exibindo
intensidades fluorescentes significativas. A investigagdo do uso dessas moléculas para
quantificacdo seletiva de Pb** ¢, portanto, de grande interesse. Essa classe de moléculas ja
demonstrou sua relevancia em catalise e aplicacfes bioldgicas, como atividade anticancer e
antibacteriana (MAMIDALA et al., 2021; SRIKANTH et al., 2020; TANG et al., 2022).

Este estudo relata pela primeira vez o uso de bis-iminas tiazois como sensor fluorescente
seletivo para determinagdo de Pb** em amostras de agua, solo, urina sintética e saliva sintética.
O método desenvolvido apresenta vantagens como alta sensibilidade, seletividade, rapidez,
seguranca para operadores e baixo consumo de reagentes, alinhado a um método de sintese
verde.

Material e Métodos

As bis-iminas de tiazol foram sintetizadas utilizando uma metodologia verde por meio
de uma reacdo multicomponente. Para isso, em um tubo de vidro Pyrex de 10 mL, foram
adicionados tiocarboidrazida (0,5 mmol), 2-bromoacetofenona (0,75 mmol), um aldeido
aromatico (1,0 mmol), &cido acético 20% molar e etanol (4 mL). O tubo selado foi colocado na
cavidade do reator de micro-ondas (CEM Discovery), com poténcia maxima de 50 W, e a
mistura foi aquecida a 40 °C por 30 minutos. Apés a reacdo, a mistura foi resfriada em banho
de gelo, formando um precipitado. Este precipitado foi centrifugado e lavado com etanol frio,
e 0 sobrenadante foi refrigerado para nova precipitacéo, repetida duas vezes. O precipitado foi
entdo purificado por recristalizagdo em etanol, filtrado a vacuo e lavado com etanol frio. As bis-
iminas de tiazol T1, T2 e T3 foram sintetizadas a partir de 2-hidroxibenzaldeido, 2-
cianobenzaldeido e 2-nitrobenzaldeido, respectivamente.

O pH desempenha um papel crucial nas reages de complexagdo. Assim, a reacdo foi
analisada com o pH da solucéo variando de 3,0 a 10,0 usando uma solucgéo tampéo de fosfato
0,2 mol L. A seletividade dos ligantes com metais foi estudado em cada valor de pH entre as
bis-iminas de tiazdis e os fons metélicos (Pb?*, Ba?*, Ca?*, Cd?*, AI**, Cr3+, Fe?*, Cu®', Fe*',
Hg?* e Mn?"). Uma andlise foi realizada para identificar metais que poderiam afetar os
resultados, estudando a presenca de outros metais e sua interferéncia no sinal analitico. As
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reagOes foram realizadas no pH de complexacéo ideal, mantendo uma razdo molar 1:1 para Pb?
com fons de Ba?*, Ca®*, Cd?*, AI¥*, Cr¥*, Fe?*, Cu?*, Fe®*, Hg?* e Mn?".

Foram feitas otimizagdes nas condigcdes de reagéo, incluindo tempo de reacdo, forca
ibnica, concentracdo de T3 e estabilidade da luminescéncia da molécula. Essas otimizacgdes
visaram melhorar a precisdo e exatid4do do método. Para a determinacéo de Pb?*, 30 pL de bis-
imina T3 (1,26 x 10 mol L) e 680 puL de tamp3o pH = 3 foram adicionados a uma cubeta.
Foram entdo adicionados volumes variados de agua, amostra e solucdo padrio de Pb?",
totalizando 3000 pL. A analise foi realizada com o espectrofotdometro de fluorescéncia
AvaSpec-2048L (Avantes, Netherlands), determinando linearidade, seletividade, limite de
deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), precisdo intermediaria, precisao intra-dia e
exatidao, conforme padrdes da ANVISA de 2017. Estudos de recuperacdo foram conduzidos
em trés niveis de concentracio (1, 5 e 9 ug L) para avaliar a precisdo do método.

Resultados e Discussao

A partir da reacdo multicomponente foi possivel sintetizar as bis-iminas tiazéis, T1, T2
e T3, Fig 1. A molécula foi caracterizada via RMN, infravermelho e espectrometria de absorcéo,
indicando a confiabilidade quanto a inferéncia de sua formula estrutural.

i R
H,N. L NH, S\
§ N N. A
H H o . "N~ N
Acido acético ( 20 mol%) N
R O + (0) Etanol, 60 °C, 2h 4

T1: R=0H; T2: R=CN; T3: R=NO,
Figura 1. Sintese das bis-iminas de tiazol T1, T2 e T3.

Foram realizados testes de fluorescéncia com a solucdo estoque de bis-iminas de tiazol
para determinar os comprimentos de onda de emissdo (Aems) e excitagdo (Aexc) das moléculas
T1, T2 e T3. O escaneamento revelou alta luminescéncia entre 300 e 650 nm, e oS
comprimentos de onda com o sinal analitico mais alto foram escolhidos. A partir dos espectros
de fluorescéncia, Fig.2, T1 apresentou Aems = 500 nm e Aexc = 490 nm, T2 apresentou Aems =
485 nm e Aexc = 480 nm, e a molécula T3 apresentou Aems = 455 nm e Aexc = 430 nm, sendo
estes valores fixados para o estudo.

As bis-iminas de tiazol T1, T2 e T3 foram testadas para a seletividade com céations
metalicos Pb**, Ba**, Ca**, Cd*, AI**, Cr**, Fe**, Cu**, Fe*", Hg** e Mn?**, com concentragdo de
1,25 x 102 mol L™". A andlise revelou que a T1 ndo € seletiva para nenhum metal em nenhum
pH, apresentando sinais elevados para todos os metais testados. A T2 mostrou seletividade para
Fe**, Fe** e Pb*" em pH = 3 e 4, mas com interferéncias significativas de Cr** e Cd*". A T3, por
outro lado, apresentou as maiores intensidades de fluorescéncia para Pb?* em pH = 3, em
comparagao com outros metais, tornando-a a escolha ideal para a determinag@o de Pb** devido
a sua excelente resposta analitica neste pH, Fig.3.
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Figura 2. Intensidade luminescente das moléculas T1, T2 e T3, nos comprimentos de onda de
excitacdo de 490, 480 e 430 nm, respectivamente, e comprimentos de onda de emisséo de 500,
485 e 455 nm, respectivamente. (Smooth 20)

Os resultados mostram que Mn?* e Fe** sdo potenciais interferentes na determinagdo de
Pb?*, com erros relativos superiores a £10% (Tab. 1). A analise na Figura 3(C) revela que, a pH
3, tanto Fe?" quanto Fe** afetam a quantificagao de Pb**. Entre eles, Fe*" apresenta maior erro
relativo em comparagao com Fe?" quando ambos estao presentes na razao 1:1 com Pb?". Para
reduzir a interferéncia de Fe*, pode-se adicionar 100 pL de acido ascorbico (102 mol L), o
que diminui o erro de -18,3% para -0,8% (Tab. 1).
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Figura 3. Estudo da seletividade e pH das moléculas (A) T1 a 1,25 x 10*mol L', (B) T2 a
1,02x 10*mol L' e (C) T3 a 1,14 x 10* mol L™, com tempo de integracao de 3 s, tempo de
reacdo de 3 min, n = 3. Concentragdes dos ions metalicos de 1,25 x 107 mol L™
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Tabela 1. Estudo da interferéncia na determinagdo de Pb** (n = 3) com a molécula T3 a pH 3.

Interferente Pb?*: Interferent ratio  Erro Relativo (%)
cu? 1:1 -3.7
Ba%* 1:1 -7.0
Ca?* 1:1 -5.0
Cd?* 1:1 4.9
crét 1:1 3.5
AR 1:1 8.3
Hg? 1:1 5.0
Mn?2* 1:1 -16.0
Fe2 1:1 5.7
Fe3* 1:1 -18.3

Fe3* com &cido ascorbico 1:1 -0.8

Em uma cubeta de quartzo, foram adicionados 60 pL de T3 (1,25x10* mol L), 680
pL de tampao fosfato 0,2 mol L™ pH 3, 1540 puL de 4gua e 720 pL de Pb** (1,25x107° mol L ™).
A amostra foi irradiada por 1 a 60 minutos, com leituras a cada minuto. A Figura 4 mostra que
o sinal de intensidade foi intenso, com uma razdo entre as intensidades fluorescentes (F
(molécula com metal) / Fo (somente a molécula)) superior a 1, permanecendo cerca de 4 durante
0 periodo. O tempo de 3 minutos foi escolhido devido a intensidade méxima observada, e a
razdo nao mudou significativamente apds esse tempo.
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Figura 4. Diferenca entre as intensidades fluorescentes da bis-imina de tiazol T3 na presenca
de Pb** (1,25 x 1073 mol L") com emiss@o a 455 nm em funcdo do tempo em minutos, pH 3,
comn=3.

Foi adicionado um volume fixo da solucdo de T3 e tampé&o pH 3 a uma cubeta de
quartzo, variando o volume de 4gua destilada e NaCl, que foi adicionado de 0 a 1 mol L' em
incrementos de 0,1 mol L. Assim, T3 demonstrou alta estabilidade no estudo da forga ionica,
se mostrando sem variag¢Ges ao longo do incremento.

O efeito da concentragdo do ligante T3 foi estudado na faixa de 1,14x10°°¢ a 8,33x10°¢
mol L', Para uma concentragdao de 1,14x107° mol L™, a resposta analitica foi méxima, e essa
concentracdo foi selecionada para estudos subsequentes (Figura 4). Acima da concentracdo de
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5x107¢ mol L, o sinal do equipamento saturou, mostrando uma eficacia limitada para estudo
quando o ligante esta em excesso.
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Figura 4. Efeito da concentracdo do ligante T3

Os parametros de desempenho analitico foram avaliados sob condicdes experimentais
Otimas. O coeficiente de correlacdo (r) foi 0,9987 e o coeficiente de determinacdo (R2) foi
0,9965. A curva de calibracdo (Figura 5) exibiu boa linearidade na faixa de trabalho de 0,67 a
10 pg L. A equagdo de calibragdo ¢ dada por F = 204,19[Pb*] + 102,77, onde [Pb*'] esta em
pg L' (n=3) e F ¢ a variagdo na intensidade de emissdo. Assim, 0 LOD e o LOQ foram 0,18
e 0,62 ng L, respectivamente. A precisao do método proposto foi estimada por meio de ensaios
de repetibilidade (n = 12) em trés niveis de concentracdo, obtendo-se % RSD (Desvio Padrdo
Relativo) inferior a 5, conforme estabelecido pela AOAC para precisdo intra-dia e inter-dia,
conforme mostrado na Tabela 2. O método demonstrou resultados satisfatérios em termos de
precisdo, confirmando sua viabilidade para a determinagao de Pb*".

Tabela 2. Desvio padrao relativo (RSD) em trés niveis de concentracdo (n = 12).

Concentracéo %RSD
(ng L) Intradia  Interdia
0.67 2.00 1.91
3.00 1.45 2.28

10.0 1.09 1.46
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Figura 5. Espectro de fluorescéncia em fun¢ao das concentragdes de Pb?". Detalhe: curva de
calibragdo linear e linha de melhor ajuste para Pb** na faixa de concentragdo de 0,0 pg L' a 10

pg L™ (n=3).

Estudos de recuperacao foram realizados para amostras de agua de lagoa, &gua mineral,
agua de torneira, urina sintética, saliva sintética e solos em trés niveis de concentracdo. Os
resultados estdo mostrados na Tabela 4, e as recuperagdes obtidas variaram de 83,53% a
119,10%. Os resultados provaram ser confidveis e dentro da faixa de 60% a 120% para
recuperacdo, conforme os padrdes da AOAC.

As amostras de agua, urina sintética, saliva sintética e solo foram analisadas pelos
métodos proposto e de referéncia (FAAS). Aa amostras foram enriquecidas com 0,509 mg L™
de Pb?* foram diluidas e analisadas por fluorescéncia. A Tabela 4 revela erros relativos abaixo
de 13% para 0 método proposto, com uma analise estatistica (teste t pareado) indicando que
ndo ha diferencas significativas entre os métodos.

Tabela 4. Determinacdo de chumbo em amostras pelo método proposto e pelo método de
referéncia.

Meétodo

Amostra 'rA‘ndd'_/l FAAS / Fluorescéncia/ | Erro r(;alatlvo | p-valor
g L -1 -1 / /0
mg L mg L
Agua mineral 0,509 0,529 £ 0,01 0,486 = 0,05 8,12
Agua dalagoa 0,509 0,558 + 0,02 0,571+ 0,29 0,51 33,19
Agua de torneira 0,509 0,562 + 0,01 0,442 +0,13 11,3
Urina sintética 0,509 0,578 £0,01 0,499 + 0,05 12,7 <0,0001
Saliva sintética 0,509 0,598 + 0,01 0,534 +£0,01 10,6 0,0675
Gl - 1,50 x 10°+0,95 1,60 x 10°+ 7,07 6,67
- 4 4
Solo G2 1,17 % 104 +0,22 1,10 x 104J_r 28,99 5,98 0.7292
G3 - 4,77% 10* £0,36  4,55x 10% + 2,33 4,60

G4 - 1,02 x 10° £3,59 9,50x 10*+120.21 6.86
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Tabela 3. Determinacéo de chumbo em amostras reais utilizando o método proposto, incluindo

0 estudo de recuperacao.

Amostra ﬁ;g{ Encsg'c{gdo ! Recuperacéo (%0)
1,00 0,83 +0,04 83,5
Torneira 5,00 517 +0,16 103,4
9,00 7,81+0,13 86,8
1,00 1,14 £ 0,08 114,4
Agua Mineral 5,00 4,92 + 0,86 98,5
9,00 8,60 + 0,15 95,6
1,00 0,83 £ 0,05 82,9
Lagoa 5,00 5,18 +0,91 103,7
9,00 10,1 + 0,29 112,4
1,00 1,04 + 0,04 103,7
S1 5,00 5,09 +0,33 101,9
9,00 9,84 +0,31 109,3
1,00 0,85+ 0,04 85,6
S2 5,00 4,60 +0,15 92,0
9,00 9,52 +0,16 105,8
1,00 0,91 +£0,04 91,4
Cachaca S3 5,00 5,44 + 0,07 108,9
9,00 8,94 + 0,23 99,3
1,00 1,07 £ 0,04 107,8
S4 5,00 4,65 + 0,08 92,9
9,00 8,97+ 0,09 99,7
1,00 1,10 £ 0,04 110,5
S5 5,00 4,99 £ 0,53 99,9
9,00 9,08 +£0,79 100,9
Urina Ul 2,00 1,98 +£0,67 99,5
sintética u2 5,00 5,95 + 0,55 119,1
U3 9,00 8,93 + 0,05 99,2
. AD1 1,00 0,96 + 0,08 95,9
Saliva — \np 5,00 4,98 + 0,90 99,7
3sintética
AD9 9,00 9,48 +0,09 105,3
Gl - 1,70 x 105+ 7,07 -
Solo G2 - 1,10 x 10*+ 28,99 -
G3 - 5,00 x 10*+ 2,33 -
G4 - 9,20 x 10+ 120,21 -
Conclusdes

Foi desenvolvido um método eficiente para quantificar Pb?* usando um novo ligante da
classe das bis-iminas de tiazol, atuando como sensor fluorescente. Este método proposto foi
aplicado para determinar Pb?* em &gua, solos, urina, saliva e cachaca, demonstrando ser preciso,
exato, simples, rapido, com boa faixa linear e ajustes de dados. Além disso, a reacdo utilizada
para a determinacéo de Pb?* ¢ inédita e demonstrou seletividade e sensibilidade para este cation

metalico em pH = 3.
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A validacdo do método, comparando-o com o método de referéncia (FAAS), confirmou
sua confiabilidade e comprovou ser uma alternativa viavel e precisa para a analise de Pb?* em
amostras. Assim, sob condi¢des 6timas, o LOD foi de 0,18 pg L™ e o LOQ foi de 0,62 pg L,
com faixa linear de 0,67 a 10 pg L. Devido & sua natureza rapida, com tempo de resposta de
trés minutos, a frequéncia analitica é de 20 amostras por hora. O método desenvolvido apresenta
vantagens como alta sensibilidade e baixo consumo de reagentes, utilizando moléculas de bis-
iminas de tiazol como sensor, que exibem uma boa resposta analitica e seletividade para o ion
metéalico.
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