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RESUMO

GONCALVES, J. R. Estudo da viabilidade da fotometria em fase solida
empregando multicomutacdo em fluxo, cela de fluxo c om caminho optico de 3
mm e fotdbmetro de LED. 2010. 70 f. Dissertacdo (mestrado) — Instituto de Quimica
de Sao Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2010

No presente trabalho foi estudada a viabilidade da fotometria em fase sélida
usando cela de fluxo com caminho Optico de 3 mm e fotémetro de LED, para
determinacdo de cobalto em suplementos vitaminicos digeridos em meio acido. O
método automatizado foi baseado na formacdo de um composto de cobalto(ll) com o
reagente cromogénico 1-(2'-tiazolilazo)-2-naftol (TAN) retido em suporte soélido
guimicamente modificado (C,g) monitorado em 580 nm. O modulo de analise foi
baseado no processo de multicomutagcdo em fluxo. Apos a definicdo das variaveis de
controle, as amostras digeridas em meio acido foram processadas. O procedimento
permitiu a determinacéo de cobalto na faixa linear de 0,05 a 2,0 mg L™. A precisdo
analitica, expressa como DPR, foi de 4,2% (n = 9) e freqiiéncia de amostragem de
17 determinagbes por hora foram observadas. Os limites de deteccdo e

quantificacédo foram estimados em 0,0166 e 0,055 mg L™, respectivamente.



ABSTRACT

In the present work the viability of the solid phase photometry using a flow cell
with optical pathway of 3 mm and a LED photometer for the determination o cobalt
vitamin supplements digested in acidic medium was studied. The method automated
was based on the compound formation of cobalt and the chromomeric reagent 1-(2'-
tiazolilazo)-2-naftol (TAN), which was immobilized on a solid support (C.5) and
monitored at 580 nm. The analysis module was based on the multicommutation flow
analysis process. After definition of the variables control, samples digested in acid
medium ware analyzed. The procedure allowed cobalt determination within the linear
range 0.0 up to 2.0 mg L™. The analytical precision, expressed as DPR, was 4.2 %,
and the analytical frequency was 17 determinations per hour. Limit of detection and

limit of determination were 0.0166 and 0.055 mg L™, respectively.
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1. INTRODUCAO

Historicamente, a descoberta do elemento quimico cobalto (Co) € incerta e
fragmentada. Inicialmente, seu uso parece ter sido sob a forma de um éxido impuro
de metal, tendo sido utilizado como pigmento para dar cor azul em ceramicas. Mais
tarde, esse Oxido de cobalto foi fundido com o6xido de potassio e areia. Povos
antigos como 0s egipcios, romanos e gregos também produziram ceramicas que
continham pigmentos feitos a base de cobalto, mas a primeira vez que foi
mencionado o uso desse 6xido na sua forma impura foi em 1540, por Biringuccio.
Em 1556, Agricola também mencionou diferentes tipos de minerais de cobalto e
diversas técnicas usadas naquela época para purificar esses minerais. Segundo
diversas fontes a data é incerta, mas foi entre 1737 e 1738 que o metal foi isolado
por Brandt. Ele foi capaz de demonstrar, que o cobalto era o elemento responsavel
pela coloracéo azul do vidro, que anteriormente era atribuida ao bismuto. O nome do
elemento foi derivado do aleméao kobelt ou kobold, que significa duende ou demanio,
chamado assim pelos mineiros devido a sua toxicidade (devido a presenca de
arsénio), e sendo portanto nocivo a saude. O nome tambem se deve, em parte, ao
fato de que sua aparéncia prateada enganava os mineiros, levando-os a acreditar
gque um duende roubava a prata do minério, e deixava somente o cobalto em seu

lugar (KIRK, 1984).

O Co é um metal de cor branco-acinzentado com propriedades magnéticas
similares ao ferro e ao niquel. Seus principais estados de oxidacdo sédo +2 e +3, mas
na maioria dos compostos disponiveis e em solu¢cdes aquosas, seu estado de

oxidacao € +2 (VOGEL, 1981). O cobalto ocorre em pequenas propor¢des na crosta
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terrestre, na faixa de 0,001 a 0,002% (m/m), onde é encontrado na forma de
diversos minérios tais como a cobaltita (CoS,.CoAs,), linaeita (Co3S,), esmaltita
(CoAsy) e eritrita (3C00.As,05.8H,0) (ALVES; ROSA, 2003). Segundo Malavolta
(2006) aléem desses minérios, o Co encontrado no solo pode ser proveniente da
aplicacdo de sais para plantas ou para animais e adubos fosfatados, adicionados
com a finalidade de corrigir deficiéncias em leguminosas e ruminantes. Também foi
observado que solos utilizados para cultivo de alimentos para consumo humano e
animal, podem ter altos niveis de metais pesados, entre eles o cobalto, onde os
valores podem chegar a centenas de mg por litro (WHO, 2006; PAGE e FELLER,
2005). Entretanto, o cobalto € um constituinte essencial em solos férteis e € um
micronutriente essencial ao desenvolvimento das plantas (PAGE e FELLER, 2005;

CHAUHAN e KOTHARI, 2004).

Além do solo, o cobalto pode ser encontrado em outros meios naturais como
o0 ar, particulas em suspensao no ar atmosférico, aguas superficiais, lencois freaticos
e sedimentos, lava de vulcdes, incéndios florestais. Podemos citar ainda a presenca
de cobalto em combustiveis fosseis. Além das minas que extraem o cobalto, as
industrias de processos quimicos que utilizam ou produzem compostos de cobalto,
sdo potenciais geradoras de residuos, que podem ser lancados na atmosfera e nos

cursos hidricos (WHO, 2006).

O cobalto é obtido como subproduto da extracdo de outros metais,
principalmente do Ni e do Cu, devido a sua ocorréncia natural. Mesmo sendo obtido
como subproduto de outras extracdes, possui alto valor agregado para a industria
produtora de aco, tecnologia aeronautica e de fabricacdo de ferramentas de corte.

Este elemento confere dureza as ligas metalicas e resisténcia mecanica, que podem
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ser submetidas a altas temperaturas conservando suas principais caracteristicas,
como corte e fio. Ligas metalicas contendo cobalto apresentam a caracteristica de
serem mais resistentes a processos corrosivos (QUAGLIANO e VALARINO, 1979).
Os sais de cobalto também podem ser utilizados na fabricacdo de pigmentos para a
industria de ceramica, producéo de vidros e tintas (LEE, 2003). Pode ser utilizado na
forma de catalisador para refino de petréleo e em processos quimicos diversos,
como na industria de dleos (QUAGLIANO e VALARINO, 1979). O is6topo artificial
®Co também pode ser utilizado como fonte de radiacdo na cobalto-terapia para

substituir o radio no tratamento de alguns tipos de cancer (ALVES; ROSA, 2003)

O cobalto também faz parte da estrutura quimica da vitamina Bi, que
pertence a um grupo de compostos chamados de cobalaminas. A vitamina B, €
chamada de ciano ou hidroxicobalamina, e é sintetizada exclusivamente por
microorganismos, tratando-se de uma vitamina com caracteristicas muito

particulares (PANIZ et al., 2005).

Na dieta humana, os alimentos que contém vitamina B1, sdo essencialmente
os de origem animal, como por exemplo, figado, mariscos, carnes, ovos e leite
(RUCHER et al., 2001). Sua deficiéncia € muito freqliente entre individuos idosos,
vegetarianos e que adotam dietas com baixo consumo de proteinas ou apresentam
problemas de absorcédo gastrintestinal. A deficiéncia dessa vitamina pode causar
retardamento no crescimento, perda de apetite e anemia, por isso & importante
diagnosticar precocemente a sua caréncia e com isso evitar danos neurologicos

irreversiveis (PANIZ et al., 2005).
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A estrutura da vitamina B, € mostrada na Figura 1 abaixo:
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Figura 1. Estrutura quimica da vitamina B 1,. (PANIZ et al., 2005)

O interesse pelo cobalto tem se mostrado nos mais diversos campos de
pesquisa, como por exemplo, na geoquimica e na quimica ambiental, e
especialmente em areas onde a bioguimica atua devido ao seu relacionamento com
o metabolismo bioquimico humano. Entretanto, o cobalto ocorre em concentracdes
muito baixas em aguas naturais e em organismos Vvivos, e essa baixa concentracao
dificulta a compreensdo de sua quimica (MATSUOKA et al., 2006). Com o objetivo
de contornar esse inconveniente, diversos métodos analiticos para quantifica-lo tém
sido extensivamente estudados ao longo dos anos (YOSHIMURA e WAKI, 1985;
FERNANDEZ-DE CORDOVA et al., 1992; SADER, A. P. O., 2002; DANTAS, A. F. et

al., 2000).
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1.1. Métodos para determinacao de cobalto

Cobalto em diferentes matrizes tem sido determinado empregando diferentes
técnicas, como espectrometria de absorcao atdmica de chama (LEMOS et al., 2007),
espectrometria emissao Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-AQOS)
(KHORRAMI et al., 2006), plasma acoplado indutivamente associado a
espectrometria de massa (ICP-MS) (SASMAZ e YAMAN, 2006), espectrofotometria
de absorcdo no UV-Vis (TEIXEIRA et al., 2001; PASCUAL-REGUERA et al., 2002)

entre outras.

Cadore et al. (2005) determinaram cobalto através da formacdo de um
complexo com o reagente morfolinaditiocarbamato de amoénio. O metal foi
guantitativamente retido em uma coluna de vidro contendo 1,30 g da resina
modificada com 6% (m/m) de reagente quelante em pH 5,5. O complexo colorido
formado foi eluido com etanol e posteriormente analisado por espectrometria de
absorcdo atdmica com chama em 240,7 nm. Este sistema permitiu um fator de pré-
concentracdo igual a 25, devido ao pequeno volume de etanol utilizado (10 mL).
Outra caracteristica importante deste trabalho foi a possivel re-utilizacdo de uma
mesma coluna. O estudo de concomitantes mostrou que somente Cd(Il) e Ni(ll)
interferiam no sistema em questdo. Este procedimento, com limite de quantificacao
de 2,0 ug L™ e com desvio padréo relativo de 2,9%, foi usado para determinacéo de
cobalto em aguas naturais. Contudo para utilizar a técnica de FAAS € necessaria

uma etapa de pré-concentracao.

Segundo Mitic et al. (2009) cobalto(ll) pode ser determinado cineticamente

baseado no seu efeito fortemente catalitico na reacdo de oxidacdo do acido
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disodico-6-hidroxi-5-[(4-sulfofenil)azo]-2-naftalenosulfénico (corante artificial) por
H.O, em solucdo tampao de borato pH 9,5. A reacdo € monitorada
espectrofotometricamente pelo desaparecimento do corante, que apresenta um
maximo de absorcdo em 478,4 nm. As curvas analiticas se apresentaram lineares
nas faixas de concentracdo de 1,18 — 17,67 ng mL™ e 17,67 — 58,90 ng mL™ de
Co(ll). Para eliminar os efeitos dos principais ions interferentes (Fe**, Cu®*, Mn*,
Ni**) solucdo de F e &cido salicilico foram adicionadas & amostra previamente &
determinacao do Co(ll). O limite de detecc¢éo e quantificacéo foi de 0,15 e 0,5 ng mL"
1

, respectivamente. O método desenvolvido foi aplicado na determinacédo de Co(ll)

em amostras farmacéuticas e urina. Os resultados foram confirmados por ICP-OES.

Uma caracteristica importante deste método € que o cobalto pode ser
determinado a temperatura ambiente, além da sua possivel aplicagdo para outras

amostras de fluidos bioldgicos, como sangue, alimentos e agua potavel.

Um meétodo fotomeétrico usado para quantificar cobalto e zinco de forma direta
e simultanea, presentes em baixas concentracdes em metaloproteinas foi
desenvolvido por Sabel et al. (2009). O procedimento explora as diferencas
existentes no espectro de absorcao visivel do reagente quelante e cromdéforo 4-(2-
piridilazo)resorcinol (PAR), resultantes da reacdo de complexacéo com fons de Zn**
e/ou fons Co**. O método apresenta a vantagem de eliminar uma possivel etapa de
separacdo prévia ou o mascaramento do Co(ll) e/ou Zn(ll) antes da sua

quantificacao.

Li et al. (2008) propuseram um método para determinacdo
espectrofluorimétrica de tracos de cobalto usando fluorimetria de fase polimérica

(fase sdlida) e tiamina como reagente. O método foi baseado no fato de que o
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cobalto reage com tiamina para formar um composto fortemente fluorescente em
solucdo de NaOH a 0,65% (m/v). A intensidade da fluorescéncia mostrou uma boa
linearidade com a concentracéo de Co(ll) na faixa de 2 — 56 pg L. A intensidade da
fluorescéncia foi monitorada em célula de quartzo de 5 mm. Os comprimentos de
onda de excitacdo e de emissdo foram em 375 e 438 nm, respectivamente. O limite
de deteccdo alcancado foi de 0,61 pg L™ e 0 RSD igual a 1,70%. A sensibilidade do
meétodo foi quatro vezes maior em fase solida do que a medida espectrofluorimétrica
convencional em solucédo. Além disso, a vida fluorescente da tiamina € maior no
polimero (suporte sélido) do que em solucéo. ions coexistentes de forma geral n&o
interferiram na reacéo de cobalto e tiamina, exceto Cu?* e Fe**. O método proposto
foi aplicado na determinacdo de tracos de cobalto em amostras de alimentos,

apresentando resultados satisfatorios.

Um procedimento de extragdo em ponto de nuvem (CPE) foi desenvolvido
para a separacdo e pré-concentracdo de baixas concentracdes de cobalto, visando a
determinacdo por espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (FAAS).
Baghban et al. (2009) desenvolveram o procedimento baseado na reacdo de
formacao do complexo de Co(ll) com 2-[(2-mercaptofenilimino)metillfenol (MPMP),
seguido pela extragdo em surfactante Triton X-114. Sob condi¢des oOtimas, a pré-
concentragdo de um volume de 25 mL da amostra resultou em um limite de
deteccéo de 0,21 pg L™, fator de enriquecimento de 97 e desvio padréo relativo de
1,2% (n = 8, 60 ug L™) para a determinacdo de Co(ll) por FI-FAAS. O método foi
aplicado com sucesso para amostras de agua e vitamina Bi,. A exatiddo do método
foi comprovada por experimentos de adicdo-recuperacdo, analise independente por
espectrometria de absorgédo atbmica com forno de grafite e determinacdo de Co em

material de referéncia certificado.
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Vitamina Bj, proveniente de amostras farmacéuticas foi determinada usando
como técnica plasma acoplado indutivamente associado a espectrometria de massa
(ICP-MS). As melhores condicbes mostraram uma curva de calibracdo com cinco
concentracfes de vitamina Bi, com coeficiente de regresséo linear de 0,9994 e
limite de deteccdo de 0,05 ng mL™. Um ciclo de andlise (lavagem e amostragem)
podia ser feito em 30 s com desvio padrdes relativos de 4.2% (0.25 ng mL™), 3.5%

(2.5 ngmL™), e 2.6%(25 ng mL™) (ZHANG et al., 2008).

Di-2-piridil cetona tiosemicarbazona (DPKT) foi usado como reagente
guelante de pré-coluna em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a
determinacdo dos ions de Co(ll), Cu(ll), Ni(ll) e Fe(ll), usando C-18 como fase
estacionaria da coluna. Foi usado como fase moével um gradiente de acetonitrila e
tampao &cido acético e acetato de sédio 0,01 mol L™ e pH 6,0. A composicéo de
acetronitrila foi aumentada de 25 a 40% em 18 min e mantido em 40% por 18 min.
Um detector UV foi usado em 400 nm. A vazao foi mantida em 1,5 mL por minuto e o
limite de deteccéo foi determinado considerando o critério 3o (Trés vezes o desvio
padrao do brando dividindo pelo coeficiente angular da curva analitica linear). Efeitos
de interferéncia de outros ions metalicos também foram investigados, e o0 método foi
aplicado para a determinacdo de Co(ll), Cu(ll), Ni(ll) e Fe(ll) em amostras de agua

potavel e de torneira (AC et al., 2008).

Cobalto em baixas concentracdes pode ser determinado usando o método de
micro extracao dispersiva liquido - liquido (Dispersive liquid - liquid micro extraction,
DLLME) como uma etapa de pré-concentracdo, e posterior determinagdo por
espectrofotometria. Neste método, uma pequena quantidade de cloroférmio usado

como solvente extrator foi dissolvido em etanol puro, usado como solvente
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dispersante. Essa solucéo binaria foi injetada rapidamente na amostra aguosa, com
o auxilio de uma seringa, que continha os ions de cobalto complexados com PAN. A
turvacdo da solucdo era resultado da formacao de finas goticulas de cloroférmio,
dispersas no interior da solucdo aquosa. O complexo de Co-PAN foi extraido nas
finas gotas de cloroformio apds de 2 minutos de centrifugacdo a 5000 rpm. As
goticulas formadas foram sedimentadas apos centrifugacéo e a fase enriquecida do
complexo extraido foi determinada espectrofotometricamente a 577 nm. A extracéo
e formacdo do complexo normalmente sdo afetados por parametros como tipo e
volume de solvente extrator usado, solvente dispersante, pH, efeito salino e
concentracdo de agente quelante que foram otimizados para o0 método
desenvolvido. Em condi¢des 6timas Gharehbaghi et al. (2008) obtiveram um fator de
enriquecimento de 125 a partir de 50 mL de amostra de agua, e o limite de deteccéo
foi de 50 mg L™ e o desvio padréo relativo (n=5) para 50 mg L™ foi de 2,5%. O
método foi aplicado para determinar cobalto em amostras de aguas naturais e de

torneira.

Dentre estas técnicas de quantificacdo e deteccdo, o0s métodos
espectrofotométricos estdo entre os mais amplamente utilizados para determinar
cobalto, pois podem ser implementados empregando equipamento de menor custo,

relativamente a outras técnicas.
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1.2. Determinacao de cobalto por espectrofotometria em fase sélida

Fernadez-de Cordova et. al (1992) desenvolveram um método para
determinar Co(ll) em baixas concentracdes, baseado na espectrofotometria de fase
sélida (EFS). O método foi baseado na fixacdo do complexo formado entre o Co(ll) e
PAR em uma resina trocadora de anion. A medida de absorbancia foi feita
diretamente na resina, permitindo que o cobalto fosse determinado em uma faixa de
0,4 — 3,8 pg L' com desvio relativo de 2,4%. O método foi aplicado para
determinacdo de cobalto em diversos tipos de amostras como cervejas, drogas e

aguas.

O sistema reacional usado no presente trabalho para determinagdo de
cobalto, foi baseado na formagdo de um composto com o reagente cromogénico 1-
(2’-tiazolilazo)-2-naftol (TAN), que pode ser retido (imobilizado) em suporte sdélido (C-
18). A deteccéo fotométrica pode ser efetuada na fase sélida, e apds eluicdo com
uma solucéo apropriada, outro ciclo de andlise pode ser implementado. Este recurso
foi empregado para determinar cobalto em farmacos (TEIXEIRA et al., 2001). A
solucdo da amostra era propelida por meio de uma seringa através da coluna
contendo silica funcionalizada (C-18) onde o reagente TAN havia sido imobilizado.
Apés a leitura da absorbéancia na fase soélida, o cobalto era removido passando uma
solucdo de acido cloridrico através da coluna. Apos esta etapa, a coluna era lavada
com agua e com uma solugcdo de hexamina (pH =7) para recondicionamento. Estas

etapas foram realizadas de forma manual.

Reis et al. (2000) construiram uma cela de fluxo simples (maior volume de

sélido que as celas comerciais) para FI-EFS e utilizou a reac¢do de cobalto (II) com

24



Q INTRODUCAO

1QSC

TAN imobilizado no suporte sélido (C-18) para medidas diretas de absorbancia. Os
resultados obtidos foram comparados aqueles da cela comercial (menor volume de
suporte solido) para espectrofotometria em fase solida e o procedimento analogo
feito com espectrofotometria convencional (medida feita em solucdo). Uma das
vantagens observadas foi 0 aumento da sensibilidade em relacédo as determinacdes

feitas em solugao, devido a uma maior concentragéo do analito.

Andlise em fluxo acoplada a espectrofotometria de fase solida (FI-EFS) foi
usada por Matsuoka et al. (2006) para determinar cobalto(ll) em amostras de agua.
O complexo formado entre cobalto e o 5-Br-PADAB foi protonado on-line e
concentrado em resina trocadora de cation do tipo AG 50W-X2 contido na cela de
fluxo. O aumento da absorbancia causado pelo acumulo do complexo na resina foi
continuamente monitorado. A interferéncia do cobre era eliminada usando EDDP
como agente mascarante. O limite de deteccdo conseguido foi de 40 ng L™ com

volume de solucéo de 4,0 mL.

1.3. Analise quimica por injecdo em fluxo (FIA) e m  ulticomutacao

Desenvolver procedimentos analiticos mais rapidos e com menor custo por
analise é uma preocupacdo constante devido ao grande numero de amostras a
serem analisadas diariamente, seja na area de laboratério clinico ou ambiental,
gerando a necessidade de procedimentos analiticos com alta freqiéncia de
amostragem. A analise quimica por inje¢cdo em fluxo satisfaz essa necessidade por

procedimentos automatizados (COMITRE, 1998; ZAGATTO et al., 1999).
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A primeira vez que o termo analise por injecdo em fluxo (FIA) surgiu foi no

periodico Analytica Chimica Acta, em 1975. (RUZICKA e HANSEN, 1975).

O processo de andlise por injecdo em fluxo fundamenta-se na introdugcéo de
uma aliquota da solugdo da amostra em um fluido transportador, que desloca a
amostra através do percurso analitico até o detector. Durante o percurso ocorre
disperséo (mistura) da amostra com os reagentes ou solu¢des necessarias a reacao
gue sdo adicionadas ao longo do percurso analitico. O maior ganho observado com
a introducdo deste tipo de sistema nas andlises de rotina foi a substituicdo dos
processos anteriormente executados de forma manual, e conseqiente reducédo do
risco de contaminacao, reducédo de consumo de amostras e reagentes e diminuicao

do tempo de analise (SKOOG, 2006).

Inicialmente, a injecdo da amostra (amostragem) no fluido transportador era
feita de forma manual, usando uma seringa hipodérmica e perfurando um septo de
borracha (RUZICKA e HANSEN, 1975). Entretanto, essa forma de introducdo da
amostra no sistema apresentava a incerteza na precisdo do volume injetado e
causava perturbacéo no percurso analitico durante injecdo da amostra (MARTELLI,
1993). Com o intuito de superar essas dificuldades foi proposto o injetor comutador
(BERGAMIN et al., 1978). Outros dispositivos para injecdo de amostra tambéem
foram propostos ao longo dos anos: valvula rotativa, valvulas de 6 e 8 vias etc

(REIS, 1996).

A multicomutacdo pode ser entendida como uma variante do processo de
analise em fluxo, onde o médulo de andlise é implementado utilizando um conjunto
de vélvulas solendides de 3 vias, sendo uma para cada solugcdo a ser utilizada, e
cada valvula é acionada de forma independente, na sequUéncia e no tempo
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estabelecidos pelo software de controle. Esses parametros sédo definidos de acordo
com as caracteristicas do procedimento analitico a ser utilizado. As valvulas sao
acionadas por um microcomputador. O processo de multicomutacdo (REIS et al.,

1994) pode ser representado pela figura baixo:

microcomputador

Interface para controle Sistema de
e aquisican de dados deteccio

Interface de poténcia

Lnidade Valvulas
de propulsao solenoides

solucdes

Madulo de analise

Figura 2. Diagrama de blocos do processo de multico  mutacao.

Neste modelo, a adicdo de pequenas aliquotas de reagentes e amostras €
feita de forma sequencial ou alternada no percurso analitico, melhorando assim a
mistura entre reagentes e amostra. Um anico canal de bombeamento é usado para

todas as solucdes.

Os sistemas em fluxo baseado no processo de multicomutacdo apresentam
como caracteristica a possibilidade de ter seu funcionamento alterado pelo software,
sem necessidade de reconfigurar sua estrutura fisica, o que torna o sistema versatil
e aumentando a possibilidade de automatizacdo, diminuindo o consumo de

reagentes e desperdicio (ROCHA et al., 2002).
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O processo de multicomutacdo torna mais versatii a manipulacdo das
solucdes, permitindo que determinacdes sequenciais sejam feitas com um maodulo
de andlise mais simples, onde a amostragem e insercdo compreendem uma unica

etapa (SMIDERLE, 1998).

1.4. Espectrofotometria em fase solida (EFS)

Muitos dos procedimentos utilizados em quimica analitica sdo baseados em
medidas espectrofotométricas nas regifes ultravioleta (UV) e visivel (Vis) do
espectro eletromagnético (185 - 900 nm) devido a constante melhoria instrumental,
robustez, baixo custo (ROCHA E TEIXEIRA, 2004). Em geral, nesses procedimentos
a espécie quimica de interesse esta em solucdo, e a quantidade de radiacéo
absorvida € relacionada de forma direta com a concentracdo através da lei de
Lambert-Beer (SKOOG, 2006). H& uma demanda para determinacdo de espécies
cada vez em concentracdes mais baixas, entdo a aplicacdo direta da
espectrofotometria tem se tornado cada vez mais dificil. Para contornar esse
inconveniente, o0 monitoramento da espécie quimica de interesse tem sido feito
diretamente em fase sélida, onde o mesmo foi adsorvido em um suporte sélido

apropriado (TEIXEIRA e ROCHA, 2003; FERNANDEZ-DE CORDOVA et al., 1992).

O monitoramento de mudanc¢a de cor em um suporte solido empregando um
espectrofotometro foi mencionado pela primeira vez em 1976 por Yoshimura e
colaboradores. Foi encontrada uma relacdo linear entre a absor¢cdo da luz pelo
sélido e a concentracdo do analito presente na amostra, utilizando uma resina de

troca ionica do tipo DOWEX, modificada com difenilcarbanida, 1,10-fenantrolina,
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tiocinato de amonio e zincon para determinacdo de cromo, ferro, cobalto e cobre em
aguas naturais, respectivamente (YOSHIMURA, 1985; YOSHIMURA et al., 1976).
Desde entéo, diversos autores vem mencionado a espectrofotometria em fase solida
(EFS) como uma técnica que reune caracteristicas como alta sensibilidade,

simplicidade, facilidade de automacéo e baixos limites de detecc¢éao.

A EFS tem como principio monitoramento da absor¢do da radiacdo em um
suporte sélida, no qual a espécie quimica de interesse (analito) foi retida
previamente. A absorbancia na fase sélida é diretamente proporcional a
concentragdo do analito na solugdo da amostra, mas depende também do volume
de amostra empregado durante a imobilizagdo. A fotometria em fase solida oferece

uma série de vantagens relacionadas a seguir (BRYKINA et al., 1995):

1. Pré-concentracdo, separacao e preparacdo de uma espeécie analitica na
concentracdo adequada para ser determinada, podem ser feitas ao

mesmo tempo;

2. O analito adsorvido na fase soélida é cineticamente mais estavel do que no

procedimento analogo em solucéo;

3. O reagente cromogénico tem sua seletividade aumentada devido a um
aumento da rigidez das suas moléculas, conseqiéncia da sua

imobilizacdo no suporte solido.

A espectrofotometria em fase soélida (EFS) também pode ser associada a
procedimentos de analise em fluxo (FIA), que é uma técnica automatica baseada na
injecdo da amostra liquida em um fluxo continuo de reagente (MARCZENKO, 1986).

A integracdo dessas duas técnicas também estd baseada na retencéo e deteccao
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simultanea do analito em um suporte solido, colocado dentro de uma cela de fluxo
apropriada posicionada diretamente no caminho O6ptico do espectrofotbmetro. A
associacao dessas duas técnicas fornece um sistema simples e de facil automacéao,
baixo consumo de reagentes, além da menor participacdo do analista (ORTEGA-

BARRALES et. al, 1999).

Cassella et al. (2000) desenvolveram um método para a determinacdo de
sulfeto em aguas naturais baseado em injecdo em fluxo e espectrofotometria em
fase sodlida (FI — EFS). O método é baseado na formacédo de azul de metileno (MB)
por reacdo entre o sulfeto e cloreto de N, N-dimetil-p-fenilenodiamina na presenca
de Fe(lll) em meio acido. O MB formado foi adsorvido na silica quimicamente
modificada (C-18), colocado dentro de célula de fluxo fabricada no proprio
laboratério, posicionado no caminho 6ptico do espectrofotdmetro. A retencdo do
analito e a detecgdo (A = 666 nm) foram realizadas simultaneamente, seguida da
eluicio com uma mistura de metanol e acido cloridrico. Diversas variaveis do
sistema, tais como a concentracdo de aminas, a acidez do meio reacional, o volume
da bobina de reacéo, o volume da amostra e a vazéo da solucao de limpeza foram
estudados, visando alcancar o melhor desempenho do procedimento quando
aplicado em amostras reais. Este procedimento forneceu uma alternativa para a
determinacdo de sulfeto na faixa de concentracdes de 5 - 50 pg L™, apresentando
desvio padréo relativo de 4,0%. Um limite de deteccéo de 1,7 g L™, a um nivel de
confianca de 99,7% foi conseguido. O sistema apresentou uma frequéncia analitica

de 12 amostras por hora.

Teixeira e Rocha (2007) também desenvolveram um procedimento analitico,

baseado na associagdo das técnicas de injecdo em fluxo e espectrofotometria em
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fase solida (FI — EFS) para determinacdo de ferro em amostras de agua. TAN
imobilizado em C-18 retém ferro(ll) de forma reversivel, formando um complexo
marrom. Apos e leitura do sinal, o ion ferro(ll) é eluido com um pequeno volume de
uma solucédo de acido diluido, sem remocao do reagente imobilizado que pode ser
usado para pelo menos 100 determinacdes. O procedimento desenvolvido é 10
vezes mais sensivel em comparacdo com os procedimentos analogos com medidas
feitas em solucédo, sendo adequado para a determinacéo de ferro em amostras de
agua com boa exatidao e preciséo. O limite de deteccado (99,7% de confianca), taxa
de amostragem e coeficiente de variacdo (n = 10) foram estimados em 15 ug L™, 25
medicdes por hora e 4,0%, respectivamente. O procedimento proposto envolve a
reducdo de geracao de efluentes (3.6 mL por determinacdo) e consome quantidades

micro de reagentes.

Existem trés formas de desenvolver a formacdo do composto na fase sélida,
que vai depender da natureza do componente da amostra (analito), do suporte

sélido utilizado e do reagente cromogénico (YOSHIMURA E WAKI, 1985):

1. A fase sdélida € adicionada a solucdo da amostra juntamente com o
reagente cromogénico. Este procedimento pode ser aplicado quando a
reacao € altamente especifica para o analito, e o complexo formado pode
ser adsorvido pelo suporte solido. O sistema ferro-1,10-fenantrolina é um

exemplo desse processo.

2. O reagente cromogénico é adsorvido previamente na fase sélida e a partir
deste ponto é adicionada a solugdo da amostra. Este procedimento €&
aplicado quando o complexo colorido ndo pode ser retido diretamente da

solugdo da amostra. Neste caso, 0 reagente cromogénico pode ser
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adsorvido no suporte solido de forma irreversivel. Exemplo: sistema

niquel-PAR.

3. O analito é adsorvido previamente no suporte sélido e entdo o reagente
cromogénico é adicionado. Este procedimento é aplicado quando o
reagente cromogénico tem baixa seletividade, por exemplo, zinco pode ser
concentrado em resina de troca ibnica e entdo reagir com Zincon

formando um complexo colorido.

A integracdo das etapas de retencdo e deteccdo da espectrofotometria em
fase solida abre novas perspectivas para a automacao de técnicas analiticas, sendo
vantajoso em relacdo ao sistema analogo em solugdo. Como principal vantagem dos
métodos espectrofotométricos pode ser citada a rapidez nas determinacbes
(GUREVA E SAVIN, 2002). O aumento da sensibilidade esta relacionado a insercao
de um maior volume de amostra no sistema de trabalho e a concentracdo da
espécie de interesse in situ. Por outro lado, a seletividade é indiretamente reforcada
pela eliminacdo de efeitos de matriz, geralmente afetada por técnicas de separacao

prévia do analito de interesse (LUQUE DE CASTRO E VALCARCEL, 1991).

1.5. Reagentes espectrofotométricos e TAN
Compostos organicos ou inorganicos quando utilizados em métodos

espectrofotométricos e que reagem quimicamente acompanhados de mudanca de

cor, sdo chamados de reagentes espectrofotométricos (MARCZENKO, 1986).

32



Q INTRODUCAO

1QSC

A literatura mostra que dentre 0s reagentes cromogénicos mais
freqientemente empregados em analise espectrofotométrica, estdo o 4-(2-
tiazolilazo)-resorcinol (TAR) e o 1-(2'-tiazolilazo)-2-naftol (TAN). Outras substancias
também podem ser produzidas e derivadas a partir desses dois reagentes
cromogénicos, resultando em compostos com diferentes propriedades e aplicacdes

analiticas (HOVIND, 1975).

Reagentes cromogénicos como TAN (Figura 3) sdo extensamente utilizados
para determinagfes espectrofotométricas por serem de facil obtencgéo, purificacéo, e
apresentar boa sensibilidade e seletividade em uma larga escala de pH,

possibilitando a determinacao de diversos ions metalicos (TEIXEIRA et al., 2001).

O TAN (Figura 3) possui coloracdo amarelo-alaranjado, ponto de fuséo entre
139 e 141 °C, sendo levemente soluvel em agua, e facilmente solivel em solvente
organico. Em solucdo aquosa a mudanca de coloracdo esta associada com a

dissociacao do préton (UENO et al., 1992).

A estrutura do reagente espectrofotométrico TAN pode ser vista na figura

abaixo:
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Figura 3. Estrutura do reagente cromogénico 1-(2'-t  iazolilazo)-2-naftol (TAN).

(Teixeira, 2000)

A literatura descreve a utilizagcdo do TAN como reagente espectrofotométrico
para determinacdo de diversos ions, como niquel, vanadio e zinco (HOVIND, 1975;
ANDERSON e NICKLESS, 1967). Wada e Nakagawa (1968) descreveram um
método para determinacdo de niquel utilizando TAN e evidenciando sua maior
seletividade para metais, pois ndo reage com cobalto(lll) em meio amoniacal com
valores de pH entre 9 e 10. Interferentes como cobre(ll), zinco(ll), cadmio(ll) e
manganés(ll) podem ser eliminados por extracdo com cloroférmio. O complexo de

Ni(ll) com TAN teve como méaximo de absorcdo em 595 nm (€ = 4,6 x 10°mol * .cm -
1 )

Vanadio(V) em concentracdo inferior a 2 pg mL™ de solugéo foi determinado
utilizando TAN a 0,1% em pH 2.3 na presenca de tiocianato de potassio a 10% e o
complexo formado apresenta maximo de absorcdo em 610 nm (e = 1,50 x 10* mol ™
cm ). O coeficiente de variacdo estimado em + 0,82% (n = 10) e 0 menor erro
relativo em + 0,68%. Dentre todos os ions estudados somente Ni(ll), Sc(ll), V(IV) e

EDTA séo interferentes no método proposto (ESHWAR e SHARMA, 1987).

Teixeira et al. (2000) determinaram niquel e zinco espectrofotometricamente
utilizando como reagente cromogénico 1-(2'-tiazolilazo)-2-naftol (TAN) imobilizado
em silica quimicamente ligada (C-18). Os experimentos foram feitos empregando
diferentes vazées (0,85 e 1,9 mL.m™), em pH 6,2 e com maximo de absorcdo em
595 nm para os dois ions. O volume de amostra utilizado foi de 625 pL. O intervalo

de confiancga foi estimado em 95% e o coeficiente de regresséo linear nos dois casos
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foi de 0,999. Os coeficientes de variagdo foram estimados (n=10) como 1,1 e 1.7%
(@1.9mL min) e 1,2e 2,1 (a0,85 mLmin™) para o zinco e niquel, respectivamente.
Segundo Teixeira et al. (2000), enquanto a retencdo de zinco é praticamente

independente da vazdo, a retencdo de niquel € consideravelmente afetada em

vaz0es maiores.
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2. OBJETIVOS

Os procedimentos analiticos baseados em fotometria em fase sdlida,
desenvolvido com equipamentos de detec¢cdo comerciais, empregam cela de fluxo
com caminho Optico de 1,5 mm. Neste trabalho foi investigada a viabilidade da
fotometria em fase soélida empregando o processo de multicomutacdo em fluxo e
cela de fluxo com caminho éptico de 3 mm. Foi empregado 1-(2'-tiazolilazo)-2-naftol
(TAN) como reagente cromogénico. Para obtencédo de um sistema de baixo custo foi
usado um fotémetro construido com um LED como fonte de radiacdo e um fotodiodo

como detector.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1. Reagentes e solugdes

Todas as solugdes foram preparadas com &gua purificada, com condutividade
elétrica menor que 0,1 uS cm™ e foram usados reagentes de grau analitico.

Solugdes dos reagentes foram estocadas em frascos de vidro ambar.

Solucdo tampdo de hexamina (CgHi:Ns) 0,5 mol L™* foi preparada por
dissolucéo de 70,0950 g de hexamina e o pH foi ajustado para pH 7,0 com solucéo
de &cido cloridrico (HCI) 5,0 mol L™,

Solucéo de cloridrato de hidroxilamina (NH,OH.HCI) 1 % (m/v) foi preparada

por dissolucao de 1,0 g de cloridrato de hidroxilamina em 100 mL de agua purificada.

Soluc&o de &cido cloridrico (HCI) 0,1 mol L™ foi preparada pela diluicéo de 8,3
mL de HCI 12 mol L™ em 1000 mL de agua deionisada. A solucdo foi armazenada

em frasco de polietileno.

Solucédo de 1-(2'-tiazolilazo)-2-naftol (TAN) (C13HoN3OS) foi preparada por
dissolucéo de 0,025 g de TAN em 1 mL de etanol. Essa solugéo foi transferida para
um baldo volumétrico de 100 mL. O volume completado e aferido com solucédo de
tensoativo Triton X-100 5% (m/v). Esta solucdo foi armazenada em frascos de vidro

ambar e guardada sob refrigeracao.

Soluc&o estoque de 1000 mg L™ Co?" foi preparada por dissolucdo de 4,0300
g de cloreto de cobalto (CoCl,.6H,O) em 1000 mL de &gua. Essa solugdo foi

armazenada em frasco de vidro ambar.
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Solucbes padrédo de cobalto nas concentracdes de 0,0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5;
0,75 e 1,0 mg L™ foram preparadas a partir de uma solucdo de trabalho na
concentracdo de 10 mg L™, preparada por diluicdo da solucdo estoque 1000 mg L™

Co?*. As solucdes foram mantidas sob refrigeracéo quando n&o estavam em uso.

A fase sélida empregada para imobilizar o reagente cromogénico (TAN), silica
guimicamente modificada com o grupo octadecilsilano (Cig), foi obtida a partir do
cartucho Sep-Pak (Waters Co.), e segundo o fabricante, o diametro das particulas

de silica estava na faixa entre 55 e 105 um.

3.2. Equipamentos e acessorios

O moddulo de andlise foi construido conjunto por cinco valvulas solendides
(NResearch, HP225T031), tubos de polietiieno (diametro interno 0,8 mm) e
confluéncias feitas de acrilico. Um microcomputador equipado com interface
analogical/digital PCL-711S (Advantech Corp.). utilizada para controlar o médulo de
analise e efetuar aquisicdo de dados. Uma interface de poténcia de 12 V para
acionamento das valvulas solenoides. Uma bomba peristaltica (ISMATEC, modelo
IPC - 8) equipada com tubos de Tygon, (0,8 mm, d. i.) foi empregada para a
propulséo dos fluidos.

O fotdbmetro foi construido usando como fonte de radiacdo um LED (Light
Imitting Diode) de alta intensidade luminosa (A = 580 nm, 10.000 mc) e um fotodiodo
(IPL 10530 DAL; RS Eletronic Components) como detector. Este fotodiodo tem um
circuito de amplificacdo de sinal integrado, que dispensa o uso de uma malha de

amplificagéo externa.
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O esquema eletroénico de alimentacdo do LED é o mesmo mostrado na Figura
4. Nessa configuracéo era possivel ajustar a intensidade de emissdo do LED, traves

do resistor acoplado a base do transistor.

12V

270

zm-:é

LED,

Figura 4. Circuito de alimentacdo do LED. Transistor BC547.

Para determinacdo do cobalto foi utilizada uma cela de fluxo construida em
acrilico com caminho optico de 3 mm e diametro interno de 2,0 mm, preenchida com
silica funcionalizada (C;s), montada sobre um suporte feito de acrilico. Como
mostrado na Figura 5, o LED foi posicionado alinhado com o guia de onda no
sentido longitudinal. Nesta configuracdo, a radiacdo emitida pelo LED atravessava
todo o caminho 6tico da cela de fluxo contendo a silica funcionalizada (Cyg) € insidia

sobre o detector.
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Figura 5. Vista em corte da cela de fluxo com a fas e solida. Av = anéis de
vedacao; Cv = cilindros de vidro de 2,0 mm de diametro; DET = fotodiodo, IPL 10530
DAL; Fs. = fase solida (C-18); LED = diodo emissor de Luz (A = 580 nm); P =
parafusos; Pc = corpo da cela, placa de acrilico; S = sinal de saida em mV; Ss e Es
= saida e entrada de solucdes, respectivamente; tela de 400 mesh para retencéo da
fase solida (ndo mostrada na figura).

3. Preparo e digestao das amostras

As amostras de complexos vitaminicos foram adquiridas em farmacias do
comeércio local. Seguindo a literatura (TEIXEIRA el al., 2001) um comprimido foi
triturado e 1,0000 ( + 0,0003) g da amostra foi pesado e transferido para um cadinho

e calcinado por 3 horas a 400°C.

As amostras foram retomadas com solucdo de HCI 0,24 mol L™. A solucéo era
transferida para o cadinho contendo a amostra calcinada, agitada e filtrada em papel
de filtro, sendo recolhida diretamente em baldo volumétrico de 25,0 mL. Apds

transferéncia quantitativa da amostra, o volume era completado com a prépria

40



Q MATERIAIS E METODOS
1QSC

solucdo de HCI 0,24 mol L™. A solucdo das amostras foi mantida sob refrigeracéo

para posterior utilizac&o.

Segundo Teixeira et al. (2001) o método de preparo da amostra para as
determinacdes analiticas consiste em tomar uma aliquota da solucdo da amostra,
transferir para um baléo volumétrico de 25,0 mL, e adicionar de 10,0 mL de solugéo
de solucdo tamp&o de hexamina 0,5 mol L™ e 2,0 mL de solucéio de cloridrato de

hidroxilamina 1%.

3.4. Descricdo do modulo de analise e procedimento experimental

No presente trabalho, 0 modulo de analise do sistema proposto € mostrado na
Figura 6. Foi desenvolvido baseado no processo de multicomutagédo, considerando-
se as caracteristicas necessarias para implementar o procedimento analitico
proposto. O programa computacional de controle e aquisicdo de dados foi escrito em
linguagem Quick BASIC 4.5, permitindo que o computador controlasse o
funcionamento do maédulo de analise. O médulo de anélise era gerenciado de acordo
com a sequéncia de acionamento das valvulas solendides, e o volume de solucéo
inserido era funcdo do tempo de acionamento de cada valvula e da vazdo de

bombeamento.
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Figura 6. Diagrama do sistema em fluxo do moédulo de analise. Bp = bomba
peristaltica; V1, Vo, V3, V4 € Vs = valvulas solendide de trés vias; Rec. = recuperacao
das solucbes; Desc. = descarte de solugcbes; A = amostra ou solucdo padréo
contendo cobalto; H,O = agua; HCI = Acido cloridrico, 0,1 mol L™*; Hex = solucéo
tamp&o de hexamina, 0,5 mol L™}, pH 7,0 ; X = confluéncia, CFS = cela de fluxo com
a fase solida. As flechas indicam a direcdo de deslocamento das solugdes. A linha
continua no interior dos simbolos das valvulas indica a passagem da solugdo com a
vélvula desligada e a linha tracejada indica o caminho seguido pela solugdo quando
a respectiva valvula estiver ligada.

Na configuragdo mostrada inicialmente, todas as valvulas solendides estéo
desligadas e somente agua (H,O) esta passando continuamente através do percurso

analitico em direcéo a cela de fluxo/detector (CFS/Det), rumo ao descarte (Desc).

Quando o programa de controle era colocado em funcionamento, ocorria o
acionamento simultaneo da V; e V», interrompendo o fluxo da agua e a solucdo da

amostra (A) era bombeada em direcao a cela de fluxo. O analito era entdo adsorvido
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no suporte solido contendo o reagente cromogénico (TAN) previamente imobilizado.
O fotodetector acoplado a cela de fluxo gerava um sinal (mV) proporcional a
concentracdo do Co(ll) presente na solucdo. Em seguida, acionando-se as valvulas
V1 e V3 simultaneamente, o fluxo da solucdo da amostra era interrompido e a
solucédo do eluente (HCI) era bombeada através da cela de fluxo, para remover o
analito. Em seguida, todas as valvulas eram desligadas e somente a agua era
bombeada para lavar a fase solida. Na sequéncia do procedimento, as valvulas V; e
V, eram acionadas para inserir solucdo tampao de hexamina, e assim preparar o
suporte solido para um novo ciclo de trabalho. Apdés o tempo programado e a
aquisicao dos dados, o procedimento analitico era reiniciado. Quando um novo ciclo
do programa iniciava e a solucdo da amostra era trocada, as valvulas V;, Vi e Vs
eram acionadas para que o fluxo da agua fosse interrompido e a nova solucédo da
amostra lavasse o canal por onde a solucdo da amostra passou anteriormente.
Nesta etapa a valvula Vs era mantida ligada para desviar o fluxo para o descarte
sem passar por dentro da cela de fluxo. Na Tabela 1 estd mostrada a seqiéncia de
eventos executados pelo computador, empregando o software de controle e
aquisicdo de dado desenvolvido. Os tempos aqui mostrados ja estdo nas condi¢cdes

Otimas de trabalho.

Tabela 1 - Sequéncia de atividades executadas pelo  computador.

Atividade V1 V> V3 V4 Vs Tempo (s)
Lavagem 0 0 0 0 0 60
Amostragem 1 1 0 0 0 40
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Leitura 0 0 0 0 0 20
Eluicdo 0 1 1 0 0 40
Condicionamento 0 1 0 1 0 20
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos itens seguintes serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
presente trabalho, e compreende os estudos das seguintes variaveis: imobilizacédo
do reagente cromogénico no suporte solido (Cig); estudo do comprimento de onda
(A); efeito do volume de amostra; eluicdo com &cido para remover o analito; efeito da
vazéo de bombeamento na retencdo do cobalto; estudo do pH das amostras; estudo
comparativo da curva de analitica em meio acido e em meio aquoso; estudo das

amostras reais e curva analitica de calibracdo e estudo dos ions interferentes.

4.1. Imobilizacdo do reagente cromogénico no suport e sélido (C 15)

Segundo Teixeira (2001), a solucdo do reagente cromogénico (TAN) deveria
ser bombeado através do suporte solido (Cig) ja contido no interior da cela de
deteccdo fotométrica. Nos experimentos iniciais foram seguidas as condicdes
citadas na literatura usada como referéncia nesse trabalho (TEIXEIRA et. al, 2001).
Entédo, o suporte sdlido foi colocado na cela de fluxo previamente a imobilizagdo. A
vazdo de bombeamento da solucédo de TAN 0,025 % foi mantida em 1,5 mL min™.
Apés a imobilizacdo, o Ci3 ja modificado com TAN foi exaustivamente lavado com
agua ultrapura. Apés esse procedimento, o suporte sélido estava pronto para ser
utilizado na determinagao do analito.

Nos estudos preliminares feitos para verificar a eficiéncia da imobilizacdo do
reagente cromogénico (TAN), foi usada uma solugéo de referéncia de cobalto com

concentracdo de 0,75 mgL’. Os resultados foram obtidos passando-se
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aproximadamente 367 uL de solucéo de referéncia no sistema em fluxo. Observou-
se que ocorria retencdo do analito, mas ndo havia repetibilidade. Com a finalidade
de mostrar a eficiéncia da imobilizacdo do TAN no C,g, nova solucéo referéncia de
cobalto 0,25 mg L™ foi passada através do sistema contendo 0 mesmo Cis. O tempo
decorrido entre a realizacdo do primeiro experimento e o segundo foi de 12 h. O
volume de amostra inserido no sistema variou de 367 a 1.830 pL, enquanto o
volume das solu¢Bes de tampéo hexamina, eluente (HCI) e &gua inserido no sistema
foram mantidos constantes. Os resultados mostraram uma melhor resposta apés 12
h decorridas da imobilizacdo, ou seja, melhor repetibilidade dos sinais analiticos,
indicando que o tempo de contato entre 0 TAN e a superficie do suporte sélido (Cys)
era fator de grande importancia para o procedimento analitico. Os resultados obtidos

sdo mostrados na figura abaixo.
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Figura 7. Registros obtidos variando o volume de am  ostra inserido no sistema.
Condicées operacionais: solucéo de referéncia de Co(ll) 0,25 mgL™; reagentes HCI
(0,1 mol L™), solugéio tamp&o de hexamina (0,5 mol L) e agua ultra-pura. Vazéo de
bombeamento da &gua = 1,0 mL min. Imobilizacdo on-line.
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Visando obter sinais analiticos com melhor repetibilidade, foi experimentada a
imobilizacdo do TAN no Cig feita externamente a cela de fluxo (off-line). O conteddo
de um cartucho de C;3 Sep-Pak (Waters Co.) foi lavado uma vez com 2,0 mL
metanol, depois com 2,0 ml de solu¢do de metanol e agua 1:1 e finalmente com 2,0
mL de agua ultra pura. Aproximadamente 0,50 mg de Cig foi colocado em 2,0 mL da
solucéo de TAN 0,025 % e deixado em repouso por 6 h. Apés este periodo, 0 Cig
com TAN imobilizado foi colocado na cela de fluxo até encher a caminho 6ptico (3
mm). Experimento foi realizado empregando as mesmas condi¢cdes operacionais

descritas no paragrafo anterior, e os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 8.

1,8
1,6—-
1,4-
1,2—-
1,0-
0,8—-

0,6 1

Absorbancia

0,4 1

0,2 1

0,01

T T T T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Tempo (s)

Figura 8. Registros dos sinais analiticos obtidos e m funcdo do tempo de
retencdo. CondicBes operacionais: solucdo de referéncia de Co(ll) 0,25 mgL™;
reagentes HCI (0,1 molL™), solucdo tampéo de hexamina (0,5 molL™) e agua ultra-
pura. Vazdo de bombeamento da dgua = 1,0 mL min™. Imobilizacéo off-line.
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Neste experimento, a vazdo de bombeamento da solucdo de referéncia foi
mantida em 1,0 mL min™ (17 pL s), os tempos de bombeamento variaram de 20 a
100 s, portanto o volume de solu¢cdo bombeado através da fase solida variou de 340
a 1.700 puL. Observa-se, nesta figura, que o sinal analitico aumenta em funcéo do
volume da solucéo de referéncia de forma mais acentuada do que o observado na
Figura 7. Além disso, observa-se uma significativa melhoria na repetibilidade dos
registros. A partir desse experimento, foi decidido que volume de amostra a ser
usado seria de 733 uL. Entéo, o intervalo de tempo de bombeamento da solucéo foi

estabelecido em 40 s.

Na Figura 9 sdo mostradas as curvas analiticas referentes aos dois
experimentos, onde se observa que além da melhor sensibilidade, o comportamento
da curva do segundo caso tem uma melhor resposta, considerando-se a linearidade

como parametro.
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Figura 9. Curva referente ao efeito da imobilizacdo do TAN no suporte solido

de forma off-line e on-line. Esta curva foi tracada a partir dos valores maximos dos
registros das Figuras 7 e 8.

4.2. Estudo do comprimento de onda (  A)

O complexo formado a partir da reacdo do Co(ll) com o TAN apresenta
coloracao lilas, havendo a necessidade de obtencdo dos respectivos espectros das
espécies que participam da reacdo, na regido do visivel com o intuito de
caracterizacao. A literatura cita que o complexo de Co e TAN absorve em 619 nm.
Segundo Teixeira (1999) quando o TAN é previamente adsorvido no C;g e reage

com o Co(ll), ocorre o deslocamento do méximo de absor¢éo para 572 nm.

Com a finalidade de confirmar o maximo de absor¢cdo do composto formado,
foi feito um estudo do comprimento de onda para escolher o LED que seria utilizado
nesse trabalho, e para tanto foram usados LEDs de 580 e 590 nm. Para este ensaio,
o volume de amostra usado foi de 733 pL, e as solucdes de referencia previamente
preparadas estavam na faixa de concentracéo de Co (ll) 0,05 a 1,0 mg L™. A partir

dos resultados obtidos foram tracadas as curvas mostradas na Figura 10.

A literatura cita que o composto formado entre o cobalto e o TAN imobilizado
no Cig absorve em 572 nm, contudo ndo foi possivel usar um LED com esse
comprimento de onda especifico. Considerando-se que o LED tem largura de banda
de emisséo de + 25 nm, e que 0 composto a ser monitorado também tem uma banda
de absorcdo relativamente larga (talvez da mesma ordem), entdo poderiamos
empregar o LED de 580 nm. Os resultados mostrados nesta figura confirmam essa

esta possibilidade.
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Figura 10. Registros dos sinais analiticos obtidos em funcédo da variagéo dos

comprimentos de onda ( A). [Co?"] = 0,25 mg mL™. (A) LED de 580 nm e (B) LED
de 590 nm.

4.3. Efeito do volume de amostra

Em sistemas de analise por injecdo em fluxo, o valor do sinal analitico tende a
aumentar com o volume da amostra inserida no sistema, portanto este parametro foi
investigado para encontrar as melhores condi¢cdes de trabalho, com o objetivo de

obter boa sensibilidade.

O volume da amostra pode ser variado durante a realizacdo do experimento,
contudo o sistema utilizado nesse trabalho n&do utiliza as usuais alcas de
amostragem. No presente caso, o efeito do volume do foi investigado variando o

tempo de insercdo da solucdo de referéncia, mantendo a vazdo de bombeamento
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constante. Para avaliar esse efeito, o programa de controle foi instruido para
incrementar, sequencialmente, o intervalo de tempo para insercdo da solucdo de
referéncia. O incremento era feito apdés completar o nuamero de replicatas
programadas. Depois de executado o numero de replicatas programadas, ele
passaria a inserir um novo volume de amostra, determinado de acordo com as
modificacdes feitas. O tempo de amostragem variou de 20 a 240 s, portanto o
volume da amostra variou de 367 a 4.400 pL. Estes experimentos foram realizados
usando solucdes de referéncia de cobalto com concentracdes de 0,25 e 0,50 mg L™,
O grafico abaixo representa a variacdo da absorbancia em relagdo ao volume de

amostra inserido no sistema.
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Figura 11. Registros dos sinais analiticos obtidos em funcéo da variacdo do

volume de amostra. Condi¢8es operacionais: (A) solucéo de referéncia de Co**

0,25 mg mL™ e (B) solucdo de referéncia de Co** 0,50 mg mL™. Reagentes: solucdo
de HCI (0,1 mol L™, solucdo tampéo de hexamina (0,5 mol L) e &gua ultra-pura.
Vaz&do de bombeamento da 4gua = 1,0 mL min™. A massa de Cis modificada com
TAN usada nos experimentos foi 8,7 mg.
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Estas curvas indicam que a imobilizacdo do reagente off-line € muito eficiente.
Observa-se, nos dois casos, que ainda ndo ha uma tendéncia a saturacdo, mesmo
considerando-se que a absorbancia supera 2 unidades. Neste caso, temos um dado
adicional de grande importancia instrumental, o desempenho de deteccdo

fotométrica.

4.4. Estudo do volume de acido para remover o anali  to

Para remover o complexo formado entre a fase sélida (Cig) e o Co(ll)
poderiam ser usados solventes, agentes complexantes ou solu¢des acidas diluidas.
A fase sdlida (C.g) modificada com o reagente cromogénico (TAN) é estavel em
solugdes acidas e neutras (TEIXEIRA et al., 2000). A literatura tem mostrado que as
solugbes &cidas diluidas tém sido usadas na maioria das vezes (TEIXEIRA E
ROCHA, 2003), portanto para remog¢éo do cobalto foram usados nos experimentos
realizados solucées de HCI nas concentracées de 0,1 e 0,05 mol L™. Os resultados
mostraram que o HCI 0,1 mol L™ poderia ser usado sem prejuizos na remocédo do

cobalto, tendo sido essa a concentracéo escolhida para o eluente.

4.5. Efeito da vazdo de bombeamento na retencdo do  cobalto

O estudo de efeito da vazdo de bombeamento foi feito mudando a vazéo da
passagem da amostra pela cela de fluxo contendo C;g modificado com TAN, onde a
velocidade de rotacdo da bomba peristaltica foi modificada para obter as vazdes de
0,50; 1,1; 1,6 e 2,1 mL min™. Nestes experimentos foi usada solucdo de referéncia

de Co(ll) com concentracdo variando de 0,05 a 1,0 mg mL™.
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Observou-se que quando o sistema trabalhava em baixa vazdo de
bombeamento (0,50 mL min™® de amostra) ndo havia sinal analitico que mostrasse
que tivesse havido retencao do cobalto. Este comportamento foi observado inserindo
um volume de amostra de aproximadamente 333 pL. Quando o sistema trabalhava
na vazdo de 2,1 mL min™? houve aumento excessivo da pressdo e os vazamentos

nao permitiram a realizacdo de experimentos.

Os resultados obtidos para as vazdes de 1,1 e 1,6 mL min™, com volume de

amostra de 733 e 1.067 uL respectivamente, estdo mostrados na Figura 12.
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Figura 12. Registros obtidos variando a vazdo de bo mbeamento. Condi¢oes
operacionais: solucéo de referéncia de Co(ll) variando 0,05 a 1,0 mg mL™; reagentes
HCI (0,1 mol L), solucdo tamp&o de hexamina (0,5 mol L™) e 4gua ultra-pura para
lavar a fase sélida. (A) Vazdo de bombeamento de 1,1 ml L* e (B) Vazdo de
bombeamento de 1,6 mL min™. Os volumes de amostra inseridos foram de 733 e
1.067 pL, respectivamente.
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Os resultados indicaram que na vazéo de 1,6 mL min™ o coeficiente angular é
maior, mostrando boa sensibilidade. Considerando o ganho de sensibilidade, a
vazdo de 1,6 mL min” deveria ser escolhida, entretanto devido a ocorréncia de
vazamento que acorram durante a realizacdo do experimento, a vazao de trabalho
escolhida foi a de 1,1 mL min. Em virtude de a fase sélida ser formada por
particulas de pequeno diametro, a impedancia hidrodinamica do sistema € muito
alta, entdo com o aumento da vazdo temos a possibilidade de ocorréncia de

vazamento, ou mesmo ruptura de conexoes.

4.6. Estudo do pH das amostras

A capacidade de retencdo do cobalto das solugbes aquosas foi estudada
atraves da variagdo do pH das amostras. O estudo foi feito usando uma solucéo de
cobalto com concentracdo de 1,0 mg L™, e o os valores de pH ajustados com a
mesma solucéo de HCL 0,24 mol.L™ usada para retomar as amostras de farmacos
apos a calcinacgdo. A solucdo tamp&o de hexamina 0,5 mol L™ e pH 7,0 foi usada
para manter o pH do meio constante. Os resultados sdo mostrados na Figura 13,
onde podemos observar que a acidez do meio exerce forte influéncia na retencao do
analito até pH 6,5. Observa-se que entre pH 6,5 e 7,0, ndo ocorre variagcao
significativa de sinal, portando uma tampéo de hexamina pH 7,0 foi usada para

manter o pH do meio.
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Figura 13. Registros obtidos variando o pH das amos  tra inseridas no sistema.
Condicbes operacionais: solucdo de referéncia de Co(ll) 1,0 mg mL™; solucdo de
HCI (0,1 mol L), solucdo tampdo de hexamina (0,5 mol L™) e agua; vazdo de
bombeamento da 4gua = 1,0 mL min™.

4.7. Estudo comparativo da curva de calibracdo emm  eio 4cido e

em meio agquoso

As amostras de farmacos foram calcinadas e retomodas em solucdo de HCL
0,24 mol L™, e tendo em vista essas condicdes foram realizados testes comparativos
entre as curvas analiticas, obtidas com solucdes de referéncia com concentracdes
de 0,0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 mg L™ preparadas em solucdo de HCI 0,24
mol L™ e em &gua ultra pura. As curvas analiticas obtidas a partir dos valores
maximos de absorbancias sdo mostradas na Figura 14, onde se observa que houve
uma pequena variagdo na magnitude do sinal usando as solucdes de referéncia em

agua.
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Figura 14. Comparacéo para os registros dos perfis analiticos obtidos em meio
acido e aquoso. Os registros foram obtidos em meio acido (A) e meio aquoso (B).
Condicées operacionais: Solucéo de referéncia de Co(ll) (0,25 mg mL™) = 667 pL,

Volume de HCI (0,1 mol.L™") = 773 uL, Solucdo tamp&o de hexamina (0,5 mol.L™) =
367 pL. Vazdo de bombeamento da 4gua = 1,0 mL min™.

4.8. Estudo da faixa de resposta linear e aplicacao em amostras

reais.

Com o objetivo de atestar a aplicagdo do sistema proposto, um conjunto de
solucées de referéncia (concentracéo na faixa de 0,05 a 2,0 mg L™?) e amostras de
farmacos mineralizadas em meio acido foi processada. Na Figura 15 é mostrada a
curva de regresséo linear obtida a partir dos dados coletados no processamento das
solugdes de referéncia, sendo representada pela seguinte equacéo: Abs = 0,09196 +

1,79605C.
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Figura 15. Curva analitica referente as solucdes de referéncia usadas para a
determinacao de cobalto nas amostras.

Tomando-se como parametro de medida o valor maximo dos registros foi

tracada a curva da Figura 15, apresentando os seguintes parametros de regressao

linear: interseccao (A) = 0,09196; coeficiente angular (B) = 1,79605 e coeficiente de

regressao linear (R) 0,9998. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram
estimados como 0,0166 e 0,055, respectivamente e a precisdo expressa como DPR,
foi de 4,2% (n = 9).

Na Figura abaixo sdo mostrados os registros dos sinais analiticos obtidos

processando o conjunto de solucdes de referéncia e sete amostras. Os dados

obtidos para as amostras processadas sdo mostrados na Tabela 2.
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Figura 16. Perfil analitico obtido empregando solu¢  &o de referéncia de cobalto
e 7 amostras diferentes de farmacos. Os parametros operacionais utilizados foram
0os mesmos da Figura 14. Legenda: Bi: branco da amostra; A;: Dorical;, Au:
Vitatonus; As: La Vitan; A4: Vytinal; As: Beminal; Ag: Tongifort; A;: Complexo B Plus
Roche.

Tabela 2 Resultados obtidos na determinacdo de coba Ito em digeridos de
farmacos empregando C 15 modificado com TAN. Os dados, em mg L™ Co(ll), sdo

valores estimados para as médias e os desvio-padrdo dos resultados obtidos em

triplicata.

Amostra Método proposto (mg L™)*
Dorical 0,8958 + 0,0451
Vitatonus 0,0782 +0,0357
La Vitan Nd

Vytinal 1,0721 + 0,0602
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Beminal Nd
Tongifort 0,1596 £ 0,01582
Complexo B Plus 0,0572 +0,0036

Nd — ndo-detectado

*Média de trés determinacdes

O sistema proposto permitia efetuar 17 determina¢des por hora, consumindo
por determinagédo 667uL de amostra, 7,0 uL de HCI concentrado, e 0,8 pL de

solucéo tampao de hexamina, gerando 3,0 mL de efluente.

A Tabela abaixo mostra um resumo dos parametros otimizados no

desenvolvimento do procedimento analitico:

Tabela 3. Resumo dos parametros experimentais obtid  os para o procedimento

analitico.

Parametro Faixa estudada Escolhido
Caminho otico (mm) 1-3 3
Volume de amostra (uL) 367 — 4.400 667
Volume de Hexamina (uL) 367 — 2.750 367
Volume de HCI (uL) 183 — 2.750 733
Volume de agua (pL) 183 — 2.750 1.000

Vazéao da amostra
. 05-21 1,0
(ml min™)
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Vazdo da agua (ml.min™) 05-21 1.0
Vaz&o do HCI (ml.min™) 05-21 1.1
Vazao da solucao tampéo
05-21 11
(ml.min™)
Tempo de
recondicionamento da 20 - 150 20

fase sélida (s)

4.9. Estudo dos ions interferentes.

Anderson e Nickless (1967) relatam em um review que o TAN é seletivo para

a determinacdo de cobalto. Hovind (1975) também afirma a capacidade de

seletividade do TAN

Embora a literatura relatasse a seletividade do TAN, um estudo foi feito para

ver o comportamento dos possiveis ions interferentes nas amostras. Foram

observados os ions presentes nas amostras de farmacos e os mesmos foram

usados como referéncias para o estudo dos concomitantes. Assim, 0s estudos com

0s possiveis interferentes foram realizados utilizando como solucdo de referéncia

uma solucéo Co(ll) 1,0 mgL™ em HCI 0,24 molL™, tamp&o de hexamina 0,5 molL™

pH 7,0, cloridrato de hidroxilamina 1% e a solu¢éo dos cations e anios em questao.
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Os anions estudados foram: fosfato e sulfato. Os cations estudados foram:

potassio, zinco, sodio, manganés, magneésio e ferro. As concentracdes dos cations

variaram entre 1, 10 e 100 mg L™,

Os resultados mostraram que 0s seguintes cations e anions, quando
presentes interferiram nas trés concentracées estudadas entre parénteses (mg L™):
K* (1, 10 e 100); Zn?*(1, 10 e 100); Na* (1, 10 e 100); Mn** (1, 10 e 100); PO,* (1, 10 e 100);

Mg?* (1, 10 e 100); SO,* (1, 10 e 100); Fe** (1, 10 e 100).

Considerou-se como critério de aceitabilidade interferéncias em torno de 5%.
Observou-se que dentre os cations e anions testados, o zinco foi o Unico que
apresentou tolerancia maxima para concentracées de 10 mg L™, Os demais céations

e anions apresentaram valores de interferéncia maiores do que 5%.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos a cela proposta apresenta
caracteristicas compativeis para analise quimica em fluxo e fotometria em fase
sélida, contudo o emprego de fase solida na cela de fluxo causou aumento da
impedancia hidrodindmica do sistema, podendo causar vazamentos em vazdes mais
altas. A geometria desta cela possibilitou trabalhar com caminho de 3.0 mm sem

vazamento.

O emprego de LED com emissédo de alta intensidade (10000 mcd) permitiu
gue o caminho Optico da cela de fluxo fosse maior do que o usado em equipamento
comercial (TEIXEIRA et al., 1999). Portanto, podemos concluir que esta geometria
de cela tem desempenho superior aquela usada em trabalho anterior. O limite de
deteccdo pode ser melhorado, aumentando o tempo de bombeamento da amostra

através da fase solida.

N&do temos um procedimento analitico concluido, pois ndo foi efetivada a
exatiddo dos resultados obtidos, processando amostras de farmacos. O objetivo do
trabalho era verificar as possibilidades de usar uma cela de fluxo com caminho
Optico maior do que o usual em fotometria de fase solida, empregando um fotbmetro
de LED. Os resultados obtidos comprovam que é perfeitamente viavel. A cela de
fluxo apresentou vazamento para vazdes superiores a 1,1 mL por minuto, entretanto
mostrou que nao perdia a capacidade de retencdo do analito. Considerando que
esta cela € um protétipo de primeira geracdo, entdo o aperfeicoamento em sua
construcdo resolvera este defeito. O importante € que a geometria da cela favorece

0 acoplamento ao modulo de analise e a operagdo do sistema como um todo.
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