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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS AUTOMATICOS EMPREGANDO FLOW-
BATCH E MULTICOMUTACAO PARA ANALISE FOTOMETRICA DE AMOSTRAS
DE INTERESSE FARMACEUTICO E AGRONOMICO

No presente trabalho, é proposto o desenvolvimento de um procedimento
automatico com sensibilidade suficiente para determinagao fotométrica de Al (lll) em
agua para hemodidlise e Ni (IV) em digerido de plantas para fins medicinais. A
ANVISA estabeleceu que a concentragdo maxima permitida €10 y gL' Al (lll) em
solugdo para hemodialise. A matriz possui alta concentracio de sais de Ca, Mg, K e
aproximadamente 30% m/v de NaCl, o que torna dificil a determinagdo do metal.
Neste trabalho, este inconveniente foi superado com o emprego de um sistema flow-
batch multicomutado e um fotdmetro de LED equipado com uma cela de fluxo com
caminho optico de 200 mm de comprimento. Nao houve preparagdo prévia da
amostra e o método foi baseado na reagdo de Al (lll) com cromoazurol S, que
produzia um composto de cor rosa, o qual absorvia radiagdo electromagnética com
maximo em torno de 530 nm. Apds a otimizagdo dos parametros, o procedimento
proposto apresentou resposta linear na faixa de 5,0 e 125 ug L"; limite de detecgédo
de 0,6 ugL'; consumo de 12 mg de cromoazurol S e 85 mg hexamina, por
determinacao, respectivamente; frequéncia de amostragem de 70 determinagdes por
hora e geracdo de residuos de 1,6 mL, por determinagdo. Para a avaliagdo da
exatiddo foi empregada a metodologia de adicdo de padrdao e os resultados
mostraram recuperagdo na faixa de 90 a 113%. O moddulo de analises para a
determinacdo de Ni (IV) foi desenvolvido para implementar o processo de
multicomutagcdo em fluxo com o emprego de minibombas solenoide como unidade
de propulsdo de fluido. O procedimento desenvolvido foi baseado na reacado de
niquel com dimetilglioxima em meio alcalino, que produzia um composto com
maximo de absorgdo em 490 nm. Apds a otimizagao dos parametros de controle, o
procedimento proposto apresentou resposta linear na faixa de 0,13 a 2,0 mg L™";
limite de detecgdo de 0,04 mg L'; consumo de 2,40 mg de trietanolamina; 2,00 mg

de persulfato de potassio e 0,40 mg de dimetilglioxima, todos por determinagéo.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF AUTOMATIC SYSTEMS EMPLOYING FLOW-BATCH AND
MULTICOMUTATION FOR PHOTOMETRIC ANALYSIS OF SAMPLES OF
PHARMACEUTICAL AND AGRONOMIC INTEREST

In this work, is proposed the development of automated procedures with sufficient
sensitivity for photometric determination of Al (lll) in water used for hemodialysis
treatment and Ni (IV) in digested plants used for medicinal purposes. ANVISA
established that the maximum allowable concentration is 10 ug L' Al (lll) in solution
for hemodialysis. The matrix has a high concentration of salts such as Ca, Mg, K and
about 30% (w/v) NaCl, thus causing difficult to determine the metal. This drawback
was overcome in this work by employing a multicommuted flow-batch system and a
LED photometer equipped with a flow cell with optical path length of 200 mm. There
was no prior preparation of the sample and the method was based on the reaction of
Al (ll1) with chromeazurol S, producing a pink compound, which absorbed
electromagnetic radiation with maximum at 530 nm. After optimization of the
parameters, the proposed procedure showed a linear response range between 5.0
and 125 ug L™"; a detection limit of 0.6 ug L™'; consumption of 12 mg and 85 mg
chromeazurol S and hexamine per determination, respectively; a sampling frequency
of 70 determination per hour and a waste generation of 1.6 mL per determination. To
evaluate the accuracy of the methodology, it was employed standard addition and
the results showed a recovery in the 90-113 % range. The analytical module for the
determination of Ni (IV) was developed to implement the multicommutation process
with the use of solenoid mini-pump as fluid propelling device. The procedure was
developed based on the reaction of nickel with dimethylglyoxime in alkaline medium,
producing a compound which showed maximum absorption at 490 nm. After
optimization of the control parameters, the proposed procedure showed a linear
response in the range from 0.13 to 2.0 mg L"; detection limit of 0.04 mgL™";
consumption of 2.40 mg trietanolamine; potassium persulfate of 2.00 mg and

dimethylglyoxime of 0.40 mg, per determination.
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1. INTRODUGAO

A busca pela normatizagédo e controle de qualidade de produtos
agricolas, alimenticios, farmacéuticos, de analises clinicas, entre outros, conduziu o
conhecimento para o desenvolvimento de diferentes métodos ou meios para
obtencao de um padréo de producgao.

Devido ao continuo crescimento das industrias e, consequentemente,
da degradacdo das reservas ambientais, tornou-se inevitavel a necessidade de
meétodos que facilitem a reducdo dos residuos gerados, principalmente aqueles
considerados nocivos ao ambiente e ao homem. A Industria tem sido alvo de
discussbées como um dos principais geradores de agentes contaminantes de
efluentes, de forma que, em 1991, a Agéncia de Protecdo Ambiental norte
americana (EPA, do inglés Environmental Protection Agency) desenvolveu um
programa com a finalidade de financiar projetos de pesquisa para prevenir a
poluicdo. A partir de entdo, surgiu o conceito de Quimica Limpa, também
denominada Quimica Verde, Benigna ou Autossustentavel 12

A Quimica Limpa pode ser definida como “a inveng¢ao, desenvolvimento
e aplicagdo de produtos e processos quimicos para reduzir ou eliminar o uso e a
geragao de substancias perigosas” 3. Esse tipo particular de prevencgao de poluigéo
se baseia em doze principios e estd sendo incorporada, gradativamente, as
industrias e instituicbes de ensino e/ou pesquisa .

Nesse cenario, a Quimica Analitica tem um papel fundamental no
tocante ao desenvolvimento de métodos analiticos limpos, pois pode contribuir de
forma valiosa para o aprimoramento dos objetivos propostos pela Quimica Limpa
245 Entretanto, apesar dos avangos quanto ao desenvolvimento de procedimentos
analiticos que visam minimizar o emprego de substancias toxicas, ainda ha lacunas
que os impedem de serem considerados limpos.

Os procedimentos analiticos limpos podem ser incorporados tomando
algumas medidas, como na ordem que segue: (i) os residuos ndao devem ser
produzidos; (ii) os residuos produzidos ndao devem ser téxicos; (iii) a quantidade de
residuos deve ser minimizada; (iv) os residuos toxicos devem ser reciclados e, se
possivel. reutilizados e (v) o procedimento analitico deve incluir um método

adequado para o tratamento dos residuos °.



A partir das informagbes descritas anteriormente, observa-se a
importancia de se empregar procedimentos capazes de eliminar ou reduzir o uso de
reagentes toxicos com a finalidade de minimizar a geracao de residuos. Além desse
foco, a escolha de uma metodologia ou técnica para a execugao de um dado estudo
analitico envolve outros parametros que delineiam o planejamento para a adogao da
técnica que se pretende empregar, como por exemplo, a matriz de interesse, a
espécie quimica ou a substancia a ser quantificada, a especificidade dos reagentes,
aplicabilidade, sensibilidade, custo e disponibilidade da técnica, dentre outros.

A espectrofotometria nas regides ultravioleta e visivel do espectro
eletromagnético € uma das técnicas analiticas mais difundidas em instituicbes de
ensino/pesquisa e industrias que engloba as caracteristicas anteriormente
mencionadas. Os métodos espectrofotométricos sdo baseados na relagdo entre a
absorbancia ou transmitancia com a concentracdo de uma espécie absorvente. Essa
relagdo € conhecida como Lei de Lambert - Beer ou comumente denominada Lei de

Beer 7, a qual é expressa matematicamente conforme a EQUACAO 1.

A =log (1/T) = - log (T) = abc (EQUACAO 1)

Onde: a € uma constante denominada de absortividade; b representa o comprimento
do caminho percorrido (ou caminho 6ptico) pela radiagéo eletromagnética no interior
do recipiente que contem o composto a ser monitorado e ¢ expressa a concentragao
da espécie quimica (em gramas por litro). Quando a concentragédo ¢ € expressa em
moles por litro, a absortividade € denominada de absortividade molar (¢) e a lei de
Beer é descrita conforme a EQUACAO 2:

A = shc (EQUACAO 2)

O comprimento do caminho 6ptico € um parametro do sistema de

detecgdo que pode ser variado. Esse recurso tem sido empregado em detecgéo



fotométrica para melhorar a sensibilidade dos procedimentos, incluindo
equipamentos comerciais como os Ocean Optics 8 prototipos de laboratério
empregando LED como fonte de radiagéo eletromagnética ®'° e modulos de analises

baseados em multicomutagdo em fluxo ",

1.1. Sistema de analises em fluxo

Os sistemas de analises em fluxo tem recebido grande notoriedade em
diversos segmentos, como nas analises Quimica, Clinica, Farmacéutica, Agricola,
Alimenticia, Ambiental, etc. O emprego desses sistemas possibilita desenvolver
métodos que se baseiam no processamento de solugdes em fluxo com vasto
desempenho e aplicabilidade, demonstrando caracteristicas notaveis relacionados a
uma boa frequéncia de amostragem, automacgdo, simplicidade, versatilidade e,
principalmente, minima geragdo de efluentes'®'3, que os tornam excelentes

contribuidores da filosofia proposta pela Quimica Limpa.

1.1.1. Historico

O primeiro prototipo de um sistema de analises em fluxo foi proposto
pelo bioquimico americano Leonard T. Skeggs Jr. Apos alguns trabalhos de analise
de sangue realizados em um laboratério de Quimica Clinica no fim da década de 40,
Skeggs verificou que os resultados de suas analises eram pouco confidveis e
pensou em construir um equipamento que permitisse realizar as medidas sem
intervencdo manual. Construiu, entdo, um equipamento automatico que se
caracterizava por aspirar, sequencialmente, as amostras para um percurso analitico
em direcdo a um detector e entre elas eram introduzidos segmentos de bolhas de ar,
que possibilitava minimizar a disperséo na zona da amostra. Em 1950, tentou, sem
sucesso, comercializar o protétipo, porém em 1954 a companhia Technicon
Corporation se interessou pelo instrumento e nos idos de 1957 comercializou o

Autoanalisador (AutoAnalyser®), ou seja, o modelo que viria a ser uma ruptura



radical com os procedimentos manuais de analises. Hoje, o Autoanalisador é
conhecido como Andlises em Fluxo Segmentado (SFA, do inglés Segmented Flow
Analysis) 1416,

O trabalho de Skeggs, sem duvida, contribuiu ricamente para a
Quimica, sobretudo, a Quimica Analitica. O seu trabalho pode ser considerado o
principio da comutagdo em Sistemas de Analises em Fluxo '3'7. Também, o ponto
de partida para o desenvolvimento de outros métodos analiticos baseados no
conceito de analises em fluxo continuo.

Desde a proposta inicial, diversas modalidades dos sistemas de
analises em fluxo foram desenvolvidas para diferentes aplicagdes, como por
exemplo, MCFA '8 SIA " Flow Batch %°, MSFIA 2!, Multi-pumping %2, etc, e o
numero de publicagbes tem crescido consideravelmente. Essa suposicao foi
validada apds pesquisa realizada em maio do ano corrente no banco de dados
Analytical Abstracts, o qual no campo de busca foi digitado “Flow Analysis” e

encontrados ca. 7900 trabalhos publicados.

1.2. Analises por injecao em fluxo

Uma alternativa aos sistemas em fluxo segmentado por ar surgiu na
década de 70 sob a denominagao de Analise por Injegdo em Fluxo (FIA, do inglés
Flow Injection Analysis) 2. Nesta vertente, uma amostra é injetada em um fluxo
carregador n&do segmentado, ou seja, desprovido de bolhas de ar. Posteriormente,
uma ou mais solugdes de reagentes sdo inseridas continuamente nesse percurso e
a mistura das solugdes, incluindo a amostra injetada, é transportada em diregédo a
um sistema de detecgdo, onde um sinal é gerado. O valor maximo do sinal é
relacionado a concentragcdo da espécie quimica de interesse. Devido a dispersao da
amostra na mistura das solugbes dos reagentes e do fluido transportador, a
concentracdo da amostra no percurso analitico varia ponto a ponto, gerando um
gradiente de concentragdo, o qual pode diminuir a magnitude do sinal gerado. Esse
efeito pode ser minimizado com a otimizagao de alguns parametros, como o volume
da amostra injetado, as vazdes do fluido carregador e dos reagentes, o comprimento

do reator e o didmetro interno da tubulagéo 2425,



No decorrer dos anos, os sistemas FIA tem sido amplamente
empregados em laboratorios de rotina e centros de pesquisa por agregarem
algumas vantagens, tais como: simplicidade de instrumentacdo, emprego de
pequenos volumes de solugbes, menor risco de contaminagdes (permite o
gerenciamento de solugbes em um sistema fechado) e versatilidade. Esta ultima é
uma caracteristica consequente dos sistemas em fluxo ndo-segmentado (ou
continuo), ou seja, lhes confere a possibilidade de desenvolver procedimentos
analiticos com diversas configuragdes 6.

Atualmente, um sistema FIA pode ser constituido pelas seguintes
partes: um dispositivo para propulsdo de fluidos (bomba peristaltica, minibombas
solenoide, seringa motorizada); um sistema de detec¢do para monitoramento da
espécie de interesse e um modulo de analises, o qual pode ser constituido por um
injetor proporcional ou valvulas solenoide; reatores e linhas de fluxo 2728, Quando ¢
empregada minibomba solenoide para a propulsdo de fluido, a mesma compde o
modulo de analises, pois esse dispositivo incorpora a propulsdo de fluido e a
comutagdo na mesma unidade 2.

A FIGURA 1.1 mostra o diagrama de um sistema FIA basico, onde a
amostra € inserida em um fluido transportador e recebe a solugdo do reagente na
confluéncia. A reacao se desenvolve durante o transporte para o detector, onde o
sinal gerado € monitorado continuamente. Observa-se que o registro do sinal tem a
forma de uma gaussiana assimétrica, a qual € uma caracteristica dos sistemas de
analises em fluxo e é obtida pela dispersdao da amostra no fluido transportador. A
altura maxima do registro reflete a concentragdo da espécie monitorada, que pode
ser alterada mediante variacdo do volume da solugdo da amostra inserido no
percurso analitico ou da variagao do comprimento do percurso analitico, confluéncia,

etc 23.25,
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FIGURA 1.1 - llustragdo de um sistema FIA basico. A = amostra; T = solugdo transportadora; R =

reagente; x = reator; y = confluéncia; D = detector; W = descarte.

1.3. Multicomutagcao em analises em fluxo

Um novo conceito de insercdo e gerenciamento de solugbes em
sistemas de analises em fluxo foi proposto em 1994 com a denominacdo de
Multicomutagcdo em Analises em Fluxo (MCFA, do inglés Multicommutation in Flow
Analysis) ou resumidamente, Multicomutagdo em Fluxo '®. Com os recursos de
eletrénica e da informatica, a insergcdo das aliquotas da amostra e dos reagentes é
realizada de forma automatica. O modulo de andlises, constituido por um conjunto
de valvulas solenoide, seleciona o volume de cada solugdo e controla, via
computador, o tempo de permanéncia da valvula ligada. O controle individual de
cada valvula permite selecionar a ordem de adigdo das solugbes, oferecendo uma
versatilidade superior aos sistemas FIA usuais que empregam injetor proporcional.

As caracteristicas dessa nova modalidade se assemelham aos
genuinos sistemas, porém, a automatizacdo agregou outras caracteristicas que se

tornaram intrinsecas aos sistemas MCFA, tais como: menor intervenc¢ao do analista;



melhor desempenho quanto ao gerenciamento de pequenas aliquotas de solugdes,
maior versatilidade, reconfiguragdo do funcionamento do médulo de analises por
software e menor consumo de reagentes e de geragao de efluentes.

Com tais caracteristicas, nado tardou a aceitagdo dos sistemas MCFA
em laboratorios de pesquisa no Brasil e também em outros paises, cujo resultado
pode ser visualizado nos diversos trabalhos publicados no decorrer dos anos desde

seu nascimento 2934,

1.3.1. O processo Flow-Batch

O processo Flow-Batch foi introduzido em 1999 35 e caracteriza-se por
implementar procedimentos analiticos associados ao processo de multicomutagao
em analises em fluxo com o emprego de uma cédmara de mistura. Este processo
mimetiza de forma automatica um procedimento manual. O processamento da
amostra ocorre no interior da camara com um minimo de diluicdo, com pequenas
aliquotas de reagentes e o volume completado com solugdo da amostra 2034,
Essencialmente, o processo Flow-Batch tem sido empregado em procedimentos
baseados em detecgao fotométrica, incluindo equipamentos comercias e prototipos
de laboratorio empregando LED como fonte de radiagéo e fototransistor 32 ou

fotodiodo 34 como transdutor de sinal.

1.3.2. Anadlises em fluxo com multiseringa e minibombas solenoide

O dispositivo de maior uso para propulsao de fluidos em sistemas de
analises em fluxo é a bomba peristaltica, entretanto, em menor escala tem sido
empregado bombas de seringas motorizadas 2! e minibombas solenoide ?2. No caso
do uso de bombas de seringas motorizadas como propulsor de fluido, geralmente o
equipamento € constituido por quatro seringas com movimento realizado por motor
de passo, o que da uma grande maleabilidade para controlar os volumes das

solugdes liberadas. Em virtude de possuir quatro seringas, permite bombear quatro



solugdes ao mesmo tempo. As quatro seringas sao movidas de forma solidaria e um
conjunto de valvulas solenoide permite direcionar o fluxo de cada solugéo para o
modulo de analises ou para o respectivo reservatorio.

A minibomba solenoide empregada como unidade de propulsédo de
fluidos em sistemas de analises em fluxo € um dispositivo eletromecanico selado,
que quando se aplica uma diferenga de potencial através de um diafragma interno,
aspira uma aliquota da solugdo. Quando o fornecimento de energia elétrica é
interrompido, o diafragma se contrai e libera no orificio de saida a aliquota de
solugéo aspirada. Desse modo, ligando e desligando o dispositivo sequencialmente,
€ liberado um volume de solugcdo que € um multiplo do volume da aliquota
multiplicado pelo numero de vezes em que a minibomba foi acionada. Este recurso
tem sido utilizado para desenvolver procedimentos analiticos nos quais se destaca a

versatilidade e o baixo consumo de reagentes 2236,
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2. DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA AUTOMATIZADO PARA
DETERMINAGAO DE ALUMINIO EM SOLUGOES PARA HEMODIALISE

A ingestdo do aluminio por via oral através da agua, alimentos ou
medicamentos ndo causa grandes riscos a saude humana, entretanto, por n&o ser
considerado um elemento essencial ao corpo humano o seu efeito cumulativo é
potencializado no organismo, via corrente sanguinea, de pessoas que sofrem de
insuficiéncia renal e que carecem de sessdes de hemodialise, pois 0s rins nao
conseguem eliminar o metal absorvido 3738,

A hemodialise € uma terapia alternativa que mimetiza a funcio renal
realizada em pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica ou aguda, cuja
fungao é remover as substancias tdéxicas acumuladas no sangue e tecidos do corpo
em consequéncia da faléncia dos mecanismos excretores renais 373°. A literatura
relata casos em que pessoas que sofrem de insuficiéncia renal crénica ou aguda e
que sdo submetidas periodicamente ao tratamento hemodialitico apresentaram
concentragdes elevadas de aluminio na corrente sanguinea. Os estudos apontam
que a contaminagdo do metal na solug¢do destinada para o tratamento de
hemodialise pode causar danos irreversiveis 3240, A contaminag¢&o pode ser advinda
da pele do paciente, das agulhas e seringas ou, principalmente, da agua para
abastecimento publico, pois o sulfato de aluminio € empregado como agente
floculante em estagdes de tratamento de agua e os tragos de aluminio existentes
nao sao totalmente eliminados pelos processos convencionais de purificagdo. Dessa
forma, € necessario que o tratamento da agua destinada para o preparo de solugdes
para hemodialise seja extremamente criterioso 4'.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu que
a concentragdo maxima de aluminio em solugbes para hemodidlise € de 10 py gL 42,
Como esta concentracdo € muito baixa, € necessario dispor de procedimentos
analiticos associados a técnicas de deteccao bastante sensiveis para atender essa
demanda, pois a matriz apresenta alta concentracao salina, superior a 25 % (m/v) de
NaCl, além de outros sais, o que pode dificultar a quantificagdo de aluminio em
concentragdo da ordem de ug L' 4344,

A espectrofotometria de absorcdo atbmica com atomizacao

eletrotérmica (ETAAS) é uma das técnicas analiticas que pode ser empregada para
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determinacao do aluminio, pois apresenta sensibilidade que permite alcancar o limite
de concentracio tolerado 448, Qutras técnicas de detecgao, tais como ativagdo com
néutrons “°, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) %9, voltametria %7, fluorimetria
52,53 g espectrofotometria 4344 54-5 também tem sido empregadas.

Processos de separagdo empregando extragdo com solvente orgénico
47 resina de troca iGnica 4352 e extragdo em fase solida % tem sido empregados e
agregam como vantagens a separagdao do analito da matriz salina e a pré-
concentragdo. Tais abordagens possibilitaram atingir baixos limites de detecgdo com
equipamentos bastante sensiveis.

A extracdo empregando-se solvente organico metilisobutilcetona,
bombeado continuamente, foi precedida da reagédo de Al (Ill) com o agente quelante
8-hidroxiquinolina. A detecgao foi realizada empregando espectrometria de absorgéo
atébmica com atomizagéo eletrotérmica (ETAAS) #7.

A resina de troca catidbnica AG50W-X8 foi empregada para pré-
concentrar a reacao entre Al (lll) e o agente complexante eriocromo cianina R, com
cloreto de calcio como eluente, empregando um sistema automatizado em fluxo e
deteccio espectrofotométrica 3.

Em outro estudo, o reagente cromogénico chromotrope 2B foi
imobilizado em uma coluna de resina anidnica AG1-X8 e o complexo formado com
os ions Al (lll) permaneceu retido na resina, o qual era eluido usando uma solucéao
de HCI para posterior detecgao fluorimétrica empregando um sistema FIA 2.

A extracdo em fase sdlida foi desenvolvida com o emprego do
polietileno em pd como suporte solido e cromoazurol S como reagente cromogénico
para determinar aluminio em concentrados salinos empregando um sistema de
analises em fluxo. O composto formado foi imobilizado no suporte sélido, eluido com
HNO3 em meio alcodlico e detectado por espectrofotometria UV-VIS 55,

Trabalhos realizados com o processo Flow-Batch, aliado aos sistemas
em fluxo, demonstraram a possibilidade de mimetizar de forma automatica um
procedimento manual de titulagdo, pois no interior da camara de mistura eram
inseridas pequenas aliquotas dos regentes e o volume completado com solugao da
amostra. Apds o desenvolvimento da reagdo, o produto era deslocado para o
espectrofotdmetro, onde o sinal referente a concentracdo do analito era monitorado

3558 Em trabalhos posteriores, a detecgdo fotométrica passou a ser realizada
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diretamente na cdmara de mistura 33345758 O emprego de LED como fonte de
radiagdo e fototransistor 57 ou fotodiodo %8 como detector, permitiu o acoplamento
desses dispositivos a camara de mistura, formando uma unidade compacta e de
dimensao reduzida.

Nos trabalhos baseados no processo flow-batch, geralmente a
propulsdo dos fluidos tem sido realizada por bomba peristaltica e insercao das
solugdes da amostra e dos reagentes na camara de mistura por valvulas solenoide
5758 Entretanto, em recentes trabalhos baseados nesse processo, foram
empregadas minibombas solenoide para a propulsao de fluidos, permitindo a
reducdo das dimensdes de modulo de analises 3389, Ndo foi necessario o uso de
valvulas solenoide, j3 que a minibomba realizava a inser¢do da solugédo e a
propulsao de fluido como uma unidade de comutagéo 2234,

Seringas controladas por um pequeno motor acoplado ao modulo de
analises também tem sido empregadas como propulsio de fluido, principalmente em
sistemas de analises por injegdo sequencial (SIA, do inglés Sequential Injection
Analysis) 863 Entretanto, foi encontrado apenas um trabalho que empregava esses
dispositivos de propulsdo associados ao processo flow-batch 4.

Visando ampliar o emprego de seringas como unidade de propulsao,
foi feito um estudo no qual um moddulo de propulsao de fluidos era realizado com
quatro seringas, as quais tinham movimento solidario, executado por um motor de
passo controlado por um software 8568 Um arranjo de valvulas solenoide permitia
selecionar sequencialmente a insergéo das aliquotas da amostra e dos regentes.

Considerando-se os relatos dos manuscritos citados, observa-se que
ha demanda por procedimento analitico para a determinacido de aluminio em
solucdes para hemodialise. Na maioria dos trabalhos que abordam sistemas com
multicomutacdo em analises em fluxo tem sido empregados bombas peristalticas
1869 @ minibombas solenoide como propulsores de fluido 223670, Entretanto, bomba
de seringa tem grande potencial para ser empregada como propulsor de fluido em
maodulos de analises baseados no processo de multicomutacdo, mas tem sido pouco
explorada para essa finalidade’'. Como visto anteriormente, a pré-concentragio
associada aos sistemas em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para a
determinacao de aluminio em concentrados salinos demonstrou a exploracao por
diferentes métodos e técnicas analiticas que necessitam de consideravel diluicao da

amostra devido a alta concentragao salina das solucoes.
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Desta forma, a quantificagdo do aluminio sem o emprego da etapa de
pré-concentracdo e separagado de matriz e sem grandes diluigdes da amostra é
bastante desafiador, pois isto implica em determina-lo quase que diretamente na
amostra in natura. Neste sentido, esta parte do projeto objetiva desenvolver um
modulo de analises baseado nos processos multicomutagdo em fluxo e Flow-Batch
para quantificar Al(lll) em concentrados salinos. Bombas de seringa e minibombas
solenoide serdo empregadas como propulsores de fluidos e uma camara de mistura
para homogeneizar as solugdes e produzir o composto a ser detectado, com diluigdo

reduzida.

2.1. Parte Experimental

2.1.1. Método

O método espectrofotométrico foi baseado na reagado entre Al (lll) e o
agente complexante cromoazurol S (CAS), cujo complexo produzido foi monitorado
com maximo de absor¢do em aproximadamente 535 nm.

A estrutura da reacao entre o Al (lll) e o CAS nao foi encontrada na
literatura, portanto, neste estudo foi empregado o Método das Variagdes Continuas
(Método de Job), que € um método simples para determinar a estequiometria de
uma reagdo. No caso deste trabalho, o método foi empregado para estimar a
estequiometria do complexo formado entre o metal e o ligante 7273

O procedimento foi realizado tomando diferentes propor¢cées do metal
Al (Ill) e do ligante CAS, mantendo a soma das concentragdes constante, conforme
ilustrado na FIGURA 2.1. Observa-se que o tubo cinco & unico ponto em que a
proporcao metal-ligante € constante.
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FIGURA 2.1 - llustragdo do procedimento proposto pelo Método das Variagées Continuas. A solugéo
azul representa o metal e a rosa o ligante.

2.1.2. Descontaminacao dos materiais

Todos os materiais empregados para estocar as solugbes foram de
plastico polietileno e o procedimento adotado para evitar a contaminagdo dos
mesmos consistiu em deixa-los em um banho com HNOs 10% (v/v) em solugao
alcodlica por 48 horas. Apos esse tempo, todo o material foi lavado cinco vezes com
agua destilada e mais duas com agua purificada. Recipientes de vidro foram
evitados porque possuem Oxido de aluminio como um dos constituintes presentes

em sua composigao, que por lixiviagdo poderia contaminar as solugdes 38.

2.1.3. Preparo de reagentes e solugdes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico
e estocadas em frascos de polietileno previamente descontaminados, conforme
descrito no item 2.1.2. Agua purificada em sistema Millipore Milli-Q (condutividade <
18 Q cm™) foi utilizada para o preparo das solugbes e limpeza dos materiais.
Amostras de hemodialise foram doadas pela Santa Casa de Misericérdia da cidade
de Piracicaba, Sao Paulo e da cidade de Imperatriz, no Maranhdo. As amostras
apresentam a seguinte composigcao, para 100 mL de solugado: cloreto de sddio
(NaCl) = 30 % (m/v); cloreto de potassio (KCI) 0,67g; cloreto de calcio, sol. 50%,
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(CaCl2) 1,98 g; cloreto de magnésio (MgCl2.6H20) 0,46 g e acido acético (C2H402)
1,08 g. Uma das solugdes possui, acrescido a composi¢cao descrita anteriormente,
4,50 g de glicose anidra (CsH120s).

As solugdes foram preparadas como segue abaixo:

- Uma solucéo salina de 1000 mL foi preparada com as mesmas concentragdes dos
sais descritos no rétulo das amostras de hemodialise, como mencionado

anteriormente.

- Uma solugdo estoque 1000 mg L' de Al (lll) foi preparada a partir da diluicido de
uma ampola de solugéo de titrisol (100 mL de AICIs) em 1000 mL de agua purificada.

- As solugdes padrdao de trabalho foram preparadas diariamente pela diluicdo

apropriada da solugao salina.

- Uma solugdo estoque 0,1% (m/v) do reagente cromogénico cromoazurol S
(C23H13ClIO9SNas) (CAS) foi preparada a partir da dissolugdo de 0,1 g do reagente

em 100 mL de agua purificada.

- Foram preparadas solugdes reagentes CAS com concentragdes de 0,01; 0,02 e
0,03 % (m/v), no dia de uso, diluindo em agua purificada;

- Foi preparada uma solugdo 0,1 % do reagente cromogénico eriocromo cianina R
(C23sH1sNasz09S) (ECR) em 100 mL de agua purificada e a partir desta, uma solugao
de 0,02%.

- Uma solugdo estoque de hexamina ((CHz2)s N4) 3,0 mol L' foi preparada
dissolvendo-se 21,03 g em 50 mL de agua purificada e solugdes com concentragdes

1,0 e 2,0 mol L' foram preparadas por diluigdo com agua purificada.

- Outro conjunto de solugéo salina foi preparado com o mesmo procedimento, porém
com a adicao de 4,05 mL da glicose (para 100 mL), j& que uma das amostras
continha essa substancia na composicgao.
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2.1.4. Equipamentos e Acessorios

Os equipamentos e acessoérios empregados para execugao desta parte do projeto

estao descritos a seguir.

-Um microcomputador equipado com wuma interface eletrébnica PCL-711S
(Advantech Corp, OH, USA) para controle e aquisi¢do de dados, o qual opera com

um programa escrito em linguagem de programagao Quick BASIC 4.6;

- Um motor de corrente continua com tensdo de 12 V e 0,4 A (Modelo SF 105-SA,
Microred) com rotagéo de 17 RPM e torque de 15 Ncm™;

- Interface de quatro relés e trés transistores TIP 31 para controlar o movimento do

motor;

- Uma camara de mistura Flow-Batch confeccionada em acrilico com volume interno

de 4,0 mL e um agitador com barra magnética;
- Tubos de polietileno para acoplamento a camara de mistura;

- Duas valvulas solenoide de estrangulamento P/N 225P091-21 (NResearch); uma
valvula seletora de seis portas P/N 225T091 (NResearch) e quatro valvulas
solenoide de trés vias NResearch empregadas para inserir as solugbes a camara de

mistura;

- Quatro seringas automaticas de 10 mL e duas minibombas solenoide P/N
120SP1210-5TP (BioChem Valve) para propulsionar os fluidos;

- Duas celas de fluxo com caminho 6ptico de 100 e 200 mm de comprimento e 1,2

mm de diametro interno;
- Um fotodiodo OPT301 (Burr Brown) como detector;
- Capacitores eletroliticos e resistores de diferentes valores;

- LED de alto brilho e angulo de emissao estreito < 20°com A = 535 nm.
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- Fonte de alimentacéo estabilizada em 12,0 V e capacidade de corrente para 3,0 A,
usada para alimentar o motor das bombas de seringa, as valvulas solenoide e as

minibombas solenoide.

- Fonte de alimentacéo estabilizada em +12,0 V e -12,0 V e com capacidade para

fornecer corrente de 1,0 A, usada para alimentar o fotdmetro.

2.1.5. Descrigao da interface de controle do motor

Na FIGURA 2.3 é mostrado o diagrama da interface de relés usada

para controlar o funcionamento do motor da bomba de seringa.

+12v
S '—I_I_RZ
Mt

R3
| 2] cho

FIGURA 2.2 - Diagrama da interface de controle do motor. R1-R4 = relés eletromecanicos de 12 V,
corrente de contato 10 A; Mt = motor de corrente continua, tensao 12 volts, corrente 400 mA, rotagao
17 RPM e torque 16 Ncm; Tr4-Trs = transistores Tip 31; ds e d7 = bits de controle da interface digital.
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Na configuragdo apresentada na FIGURA 2.2, os relés estéao
desligados e, consequentemente, o motor encontra-se parado. Quando o
computador envia um sinal de controle através da interface e ativa o bit ds, 0
transistor Tr1 entra em operagcéo e fecha o circuito elétrico dos relés R1 e Rz,
permitindo a circulacdo de corrente através do motor, o qual gira no sentido anti-
horario. Quando o bit d7 é ativado, o transistor Tr2 fecha o circuito dos relés R3 e Ra.
Nesta condigdo, a corrente circula através do motor em sentido horario. Entédo, o
deslocamento dos émbolos das seringas ocorre em fungédo do sentido de rotagao do
motor. O transistor Trs funciona como protetor anticoincidéncia, pois se os bits ds e
dz forem ativados ao mesmo tempo, esse transistor entra em operagao e coloca o
transistor Tr1 em corte, impedindo a circulagdo de corrente através dos relés R3 e Ra.
As chaves Chi1 e Ch2 sdo posicionadas para delimitar o deslocamento maximo
permitido dos émbolos. Assim, se um comando for transmitido erroneamente, o
motor € desligado quando os émbolos das seringas alcangam a posigao
estabelecida por estas chaves.

2.1.6. Descricao da interface de controle digital

Os relés utilizados para acionar o motor drenam uma corrente elétrica
em torno 100 mA e necessitam de uma diferengca de potencial de 12,0 V. As
minibombas e as valvulas solenoide também requerem uma diferenca de potencial
de 12,0 V e corrente elétrica da ordem de 300 mA. Portanto, é necessario dispor de
uma interface para compatibilizar as condigdes de trabalho destes dispositivos. Na
FIGURA 2.3 é mostrado o diagrama elétrico da interface usada para essa atividade,

a qual foi montada em placa de circuito impresso em fibra de vidro.
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FIGURA 2.3 - Diagrama da interface de controle digital. Cn = conector da interface de controle PCL-
711S; do-d7 = bits de controle; D1+- D9 = LEDs de sinalizagdo; R1-Rs = resistores de 2200 Q. Os
numeros de 1 a 8 indicam os bornes para conexao das valvulas e das minibombas solenoide.

Os diodos retificadores D10 e D11, o capacitor de 2000 pF, os
reguladores de voltagem LM317 e os resistores de 270, 1000 e 5000 Q formam a
fonte de alimentagdo. Os dois reguladores de voltagem estdo ligados em paralelo
para aumentar a poténcia da fonte. A diferenca de potencial desejada é ajustada por
meio do resistor variavel de 5,0 kQ. Os sinais de controle gerados pelo computador e
enviados através do conector Cn tem diferenca de potencial entre 2,5 e 5,0 V e
corrente da ordem de poucos miliamperes. O circuito integrado ULN2803 recebe
esse sinal na entrada e na saida pode chavear um dispositivo com alimentagcao de
12,0 V e corrente até 0,4 A. Nesta interface, os dois circuitos integrados estao
ligados em paralelo visando fornecer corrente mais elevada. Entdo, tem-se o total de
oito linhas de controle na saida destes componentes, cada uma com capacidade

para drenar até 0,8 A de corrente.
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2.1.7. Descrigao dos médulos de analises

A FIGURA 2.4 mostra o diagrama do primeiro médulo de andlises, o
qual associa os processos de multicomutagao em fluxo e Flow-Batch. Este sistema
engloba uma camara de mistura semiaberta, onde as solugdes sdo homogeneizadas
e onde é formado o complexo de interesse; um agitador magnético, que serve como
suporte para a camara de mistura; duas valvulas de estrangulamento; uma valvula
seletora de seis vias e uma seringa de plastico com volume de 10 mL que esta em

comunicacao direta com a valvula de seis vias.
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FIGURA 2.4 - Diagrama do primeiro modulo de anadlises. Vi e V2 = valvulas solenoide de
estrangulamento; P+ e P2 = minibombas solenoide; R = reagente cromogénico CAS; Tp = solugéo de
hexamina; Vs = valvula seletora de 6 vias; Cin = canais internos da valvula seletora Vs; a - f =
valvulas solenoide das portas da valvula seletora; A = amostra; Cm = cdmara de mistura; Bm = barra
magnética; Sg = seringa; Em = émbolo da seringa; Det = fotdbmetro de LED, A = 535 nm; Des =
descarte de solugdes; Pt = plataforma de deslocamento do émbolo da seringa.

O émbolo da seringa esta fixado em uma plataforma maével (Pt), a qual
foi acoplada ao motor, podendo ser deslocada para cima e para baixo, em funcao do
sentido de rotagdo do motor. Este recurso foi utilizado para encher e esvaziar a
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seringa. O funcionamento desse mddulo de andlises envolve as etapas descritas a

seqguir.

1) Na configuracdo mostrada na FIGURA 2.4, a seringa esta na posi¢ao para iniciar
a amostragem, que é o fim do curso do émbolo no estado de compressao. Quando a
valvula V2 e a valvula a da valvula seletora Vs sao acionadas, o Embolo da seringa é
deslocado para baixo e a solugao da amostra é aspirada para a camara através da

valvula V1.

2) Apos um intervalo de tempo estabelecido para aspirar a aliquota da amostra (20
s), o motor é desligado. As minibombas P1 e P2 sdo acionadas o numero de vezes
programado para inserir na camara de mistura as aliquotas das solugdes do
reagente cromogénico e da solugdo de hexamina, respectivamente. O
funcionamento dessas minibombas solenoide requer a aplicagdo de um pulso
elétrico de 12 V, durante um intervalo de tempo entre 0,1 e 0,15 s. Quando
desligadas, elas ejetam uma aliquota da solugdo, sendo que o volume ejetado
depende do modelo de minibomba empregada. Para acionamento sequencial &
necessario esperar um intervalo de tempo da ordem de 0,1 s para aciona-la

novamente.

3) Apos um intervalo de tempo de 10 s para equilibrar a pressao interna, a valvulas

V1 e a da valvula Vs s&o desligadas.

4) Nessa etapa, o motor efetua a rotagdo no sentido horario para deslocar o émbolo
da seringa para cima e ao mesmo tempo a valvula f também é acionada. Nessa

condigao, a seringa € esvaziada e o efluente é direcionado para o descarte.

5) O motor é ativado com rotagao no sentido anti-horario para deslocar o émbolo da
seringa para baixo. Ao mesmo tempo, a mistura de solugdes € deslocada da camara
de mistura para a cela de fluxo através das valvulas V2 e b. Apds um intervalo de 7
s, suficiente para encher a cela com a solugdo do composto formado, o movimento
da seringa € interrompido e a absor¢ao da radiagao emitida pelo LED é monitorada.
O sinal é gerado pelo fotodetector e convertido para sinal digital pela interface PCL-

771S, que salva como arquivo ASCIl para permitir posterior processamento. O
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mesmo procedimento foi repetido duas vezes com intervalos de tempo de 4,0 s para

obter o total de trés replicatas para cada etapa de amostragem.

6) Nesta etapa, o motor é ligado com rotagdo no sentido horario e simultaneamente
as valvulas V2 e f executam o esvaziamento da camara de mistura. A valvula V2 é do
tipo ‘normalmente fechada’, entdo durante as etapas de amostragem e leitura do
sinal, ela mantém fechada a entrada de ar na camara. Na etapa de esvaziamento da
camara ela é acionada, permitindo a entrada de ar enquanto a solugao é aspirada
para o descarte.

O segundo mdédulo de analises empregado nesta etapa do projeto esta
descrito na FIGURA 2.5. Este sistema se diferencia do anterior por empregar um
numero maior de seringas e inser¢do da amostra efetuada pelo reator e nao
empregar a valvula seletora de seis portas. Além disso, a cdmara de mistura é

aberta, ou seja, opera em equilibrio com a pressao atmosférica.
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FIGURA 2.5 - Diagrama do segundo moédulo de analises. S1 - S3 = seringas; V1 - V4 = valvulas
solenoide de trés vias; P1 e P2 = minibombas solenoide; Cm = camara de mistura; Det = fotdbmetro; L
= reator, com volume = 3,0 mL; Bm = barra magnética; X1 e X2 = conectores de 3 vias; Ca = solugdo
transportadora, agua; Desc = descarte de efluente; A = amostra; Tp e R = solugdo tampéo e
reagente cromogénico, respectivamente.
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O funcionamento deste médulo de analises envolve as etapas descritas a seguir.

1) Na configuragdo mostrada nesta FIGURA 2.5, os émbolos das seringas estédo
deslocados para extremidade de acesso ao interior das seringas. Os émbolos das
seringas sao fixados a uma barra metdlica (Pt), a qual estd acoplada

mecanicamente ao eixo do motor, que a desloca para frente ou para tras.

2) Quando ¢ iniciado o processo de amostragem, um sinal de controle é enviado
pelo microcomputador através da interface digital para acionar as valvulas V1 e Vs e
o motor com rotacdo no sentido anti-horario. Ao mesmo tempo, a solugdo da
amostra é aspirada pela seringa S1 através das valvulas V1 e V4 para o reator (L) e
também, a solucdo transportadora (Ca) é aspirada para o interior da seringa S2
através da valvula V2, que permanece desligada.

3) Quando o intervalo de tempo (t = 18 s) programado para encher o reator é
finalizado, o motor é desligado. Em seguida, ele é novamente ligado, mas com
rotagcao no sentido horario € os émbolos sao deslocados para a extremidade externa
das seringas. Nesta etapa, a valvula V2 é acionada e as valvulas V1 e V4 séo

mantidas desligadas.

4) Nesta condigdo, a solugdo da amostra é deslocada do reator pela solugéao
transportadora e é inserida na camara de mistura (Cm). Nesta etapa, os émbolos

das seringas chegam a posigao de repouso, como mostrada na FIGURA 2.5.

5) Em seguida, as minibombas P1 e P2 sdo acionadas e inserem as aliquotas das
solugbes do tampado e do reagente cromogénico no interior da camara. Apos o
intervalo de tempo definido para o desenvolvimento da reagédo, o motor € acionado
com rotagdo no sentido anti-horario e os émbolos das seringas s&do novamente

deslocados para extremidade interna das mesmas.

6) Ao mesmo tempo, a valvula Vs é acionada e em fungao desta agao a solugéo do
composto formado é aspirada para o fotodetector (Det). Apds o intervalo de tempo
programado para encher a cela de fluxo (t = 7,0 s), o motor & desligado e o sinal
gerado pelo fotdmetro é lido pelo computador através da entrada analégica da
interface PCL711S. O sinal gerado em mV é convertido para digital e salvo no

formato ASCII para posterior processamento dos dados.
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7) Em seguida, sdo executadas duas etapas de deslocamento dos émbulos: uma
para acionar o motor e a valvula solenoide V3 por 4,0 s e outra para realizar a leitura
do sinal gerado. Este recurso foi incorporado ao software de controle e aquisi¢cado de

dados para permitir a execugao de trés replicatas para cada etapa de amostragem.

8) Apods a leitura do sinal, a camara e a cela de fluxo sdo esvaziadas, através da
seringa Ss e da valvula Vs. A valvula V3 € mantida acionada e o motor € direcionado
para sentido anti-horario. Quando termina esta etapa, os émbolos das seringas
retornam para o inicio do curso de deslocamento e a seringa S2 € preenchida com a

solugéo transportadora.

9) Quando o sentido de rotagdo do motor é invertido, no mesmo momento que
valvula V2 é acionada, a solugédo transportadora é deslocada para a camara de
mistura através do reator. Apdés um intervalo de tempo de 10 s, a cédmara é
esvaziada através da cela de fluxo. Esta etapa é executada quando o motor é
acionado com rotagao no sentido anti-horario e a valvula V3 é também acionada.
Esta sequéncia é realizada automaticamente apds cada etapa de amostragem

programada.

2.1.8. Descrigao dos fotdmetros

O fotébmetro de LED de ambos os sistemas foi acoplada uma cela de
fluxo de caminho o6ptico de 200 mm, de forma que eles formavam uma unidade
compacta. A FIGURA 2.6 mostra o diagrama do fotdmetro empregado para o

primeiro sistema de fluxo mostrado na FIGURA 2.4.
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FIGURA 2.6 - Diagrama do fotdmetro. LED = diodo emissor de luz, Amax = 535 nm; AO = amplificador
operacional OP07; fb = corpo da cela de fluxo; x = comprimento da cela de fluxo, 200 mm; la e Ip =
feixes de radiagéo incidente e emergente, respectivamente; in e out = entrada e saida de solugéo; Si
= sinal gerado, mV; Det = fotodiodo OPT301 (Burr-Brown).

Quando era iniciada a operacdo do software de controle e aquisicao
dos dados, era perguntado ao operador se desejava fazer a calibragdo do fotdmetro.
Se a resposta fosse afirmativa, eram executadas as etapas 1, 3, 4 e 5 descritas para
0 modulo de analises da FIGURA 2.4 e a calibragéo era efetuada com agua ao invés
da amostra. O programa solicitava que o LED fosse apagado, o que era feito por
meio do resistor variavel acoplado a base do transistor, entdo o computador lia o
sinal gerado no escuro (Vo) e, em seguida, solicitava que a emissao do LED fosse
restabelecida e ajustada. O ajuste era realizado para obter um sinal de 2000 mV na
saida do fotodetector, que € o valor maximo aceitavel pela interface de converséo
analdgica/digital empregada.

Na etapa de calibragao, a cela encontrava-se preenchida com o fluido
transportador, o qual, a principio, ndo absorvia a radiagao eletromagnética emitida
pelo LED, portanto, la = Ib.

A diferenca de potencial de 2000 mV (Vr) apresenta uma funcgéo linear

com a intensidade do feixe de radiagao la, entdo, apods calibragcao do fotbmetro, era
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iniciado o processo de amostragem e quando o composto produzido era introduzido
no interior da cela de fluxo, parte da radiacdo emitida pelo LED era absorvida pelo
composto. Dessa forma, a intensidade do feixe de radiacédo Ib que chegava ao
fotodetector era menor que la e a diferenca de potencial gerada pelo fotodetector era
menor que 2000 mV, estabelecido na etapa de calibracdo. Os valores de Vo e Vs
foram arquivados como referéncia para calcular a absorbancia da espécie quimica
de interesse.

A variagdo entre as diferengcas de potenciais tem relagcdo com a
concentracdo do analito, a qual € dada pela lei de Lambert-Beer, que obedece a
EQUACAO 1 mostrada no primeiro capitulo deste manuscrito. Para melhor
compreender o emprego da lei de Beer neste trabalho, a EQUACAO 3 mostra uma
adaptagdo da equacéo geral, descrita na EQUACAO 1.

Entdo, de acordo com a Lei de Beer, a seguinte equagéo deve ser obedecida:

Log(Vs - Vo /(Vi - Vo) = abc (EQUACAO 3)
Para a qual:

Vo = diferenga de potencial lida no escuro;

V: = diferenca de potencial de fundo de escala (2000 mv);

V; = diferenga de potencial gerada com a solugao do composto na cela de fluxo;
a = constante caracteristica do composto;

¢ = concentragao do analito;

b = caminho dptico da cela de fluxo.

O fotdmetro empregado para o segundo sistema de fluxo foi constituido
com os mesmos dispositivos presentes no primeiro fotdmetro, porém, a cela de fluxo
possui uma geometria diferente. No primeiro fotobmetro, foi empregada uma cela de
fluxo d e formato Z e a do segundo fotdmetro, um tubo de vidro reto onde nas
extremidades foram fundidos cilindros de vido e a entrada e saida do fluido sédo
feitas através de pequenas aberturas laterais. A FIGURA 2.7 mostra o segundo

fotdbmetro.
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FIGURA 2.7 - Diagrama do fotdmetro. Cf = corpo da cela de fluxo, tubo de vidro de 200 mm de
comprimento e 1,2 mm de didmetro interno; LED = diodo emissor de luz com maximo de emissdo em
535 nm, intensidade de emissdo 10000 milicandelas e angulo de abertura do feixe de radiagao de
15°; Tr = transistor BC547; Cv = cilindros de vidro, diametro de 1,2 mm e comprimento de 20 mm; pf =
ponto de fus&o do tubo de vidro com os cilindros; Vs = valvula solenoide de 3 vias; Ss = seringa; Cm =
camara de mistura; Bm = barra magnética; Desc = descarte de efluente; lo = feixe de radiagdo emitida
pelo LED; | = feixe de radiagao que atinge o detector apds percorrido o caminho 6ptico da cela de
fluxo, Ft = fotodiodo OPT301 (Burr-Brown).

As extremidades da cela de fluxo foram acoplados cilindros de vidro
que funcionam como guias de onda. Um cilindro conduz o feixe de radiagdo emitido
pelo LED (lo) até o interior da cela e o outro, coleta o feixe de radiacdo emergido do
interior da cela de fluxo na outra extremidade e o conduz até o fotodetector. Esta
geometria de cela apresenta um melhor aproveitamento do feixe de radiagdo emitido
pelo LED, por isto foi dispensado o emprego de uma etapa de amplificagao de sinal
na saida do fotodetector como mostrado no primeiro fotdbmetro (FIGURA 2.6).

O fundamento para o processo de calibragdo para este fotbmetro é
semelhante ao anterior, porém, a operagcdo do mdédulo era iniciada quando o médulo
de seringas era acionado para encher a cela de fluxo com solugéo transportadora.

Previamente, era inserido um volume de 2,0 mL da solugdo transportadora na
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camara de mistura pela seringa S2 e a valvula V2. Apds esta etapa, o motor era
ligado e a valvula solenoide V3 era acionada ao mesmo tempo. Apds um intervalo de
tempo estabelecido para encher a cela de fluxo (10 s), o motor e a valvula V3 eram
desligados e o Programa solicitava que a emissdo do LED fosse restabelecida e
ajustada. A forma de aquisigcdo de dados para este fotdmetro era semelhante a do

primeiro.

2.1.9. Otimizagao dos sistemas em fluxo

Alguns parametros foram avaliados com o objetivo de estabelecer as
condicdes experimentais dos procedimentos propostos.

Para o primeiro sistema foram investigados: influéncia da concentragéo
do CAS, sendo estudadas as concentragdes de 0,01, 0,02 e 0,03% (m/v); influéncia
do volume do CAS inserido no interior da camara, sendo estudados os volumes de
40; 50; 60 e 70 pL, que correspondem a 4, 5, 6 e 7 pulsos das bombas
correspondentes, ja que cada pulso acionado pela bomba equivalia a 10 pL
(capacidade maxima do seu volume interno) e efeito do volume da solugdo de
hexamina, de 150, 200, 250 e 300 uL, que correspondem 15, 20, 25 e 30 pulsos. A
concentracdo de hexamina foi fixada em 3,0 mol L-' para manter o pH da solugdo em
torno de 5,0 7. O volume de insergdo da amostra foi um pardmetro mantido fixo,
pois o volume de 3,0 mL da solugao foi programado para ser inserido no interior da
camara de mistura.

Antes do estudo de otimizacdo ter sido iniciado, foi realizado um estudo
acerca do reagente cromogénico que seria empregado para complexar o aluminio.
Os reagentes cromoazurol S e eriocromo cianina R estdo entre os mais usados para
a determinacdo de aluminio em diferentes matrizes, incluindo solucbes para
hemodialise 385, Foi realizado, entdo, um comparativo entre os dois reagentes, com
concentracdo de 0,02% (m/v) para ambos a fim de verificar qual o mais sensivel
para desenvolver a reagao em meio a alta concentragao salina.

Analogamente a otimizagao do primeiro sistema, foi adotado o mesmo

procedimento para otimizar o segundo sistema. Foi fixado também o volume de 3,0
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mL de amostra para as trés replicatas a ser inserido a camara de mistura de forma a

manter as proporgoes.

2.2. Resultados e discussao

2.2.1. Estudo dos agentes complexantes CAS e ECR

Os experimentos foram realizados separadamente, empregando
concentragdo 0,02 % (m/v) de CAS e ECR e solugbes de referéncia nas
concentragdes 10, 50 e 100 ug L' de Al (Ill). A minibomba solenoide P+ foi acionada
seis vezes, que correspondia a um volume de 60 pL de reagente inserido a cadmara
de mistura e a minibomba P2 foi acionada 25 vezes para a inser¢do da solucéo de
hexamina 3,0 mol L', que correspondia a 250 pL de solucdo inserida a camara. Foi
fixada esta concentracdo de hexamina porque concentragcbes inferiores nao
forneceram resultados esperados, entdo essa concentragao foi mantida para ajustar
o pH da solugao presente na cdmara apos a formagao do complexo ternario, cujo
valor esperado era em torno de 5,0 7. A FIGURA 2.8 mostra o resultado do estudo.
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FIGURA 2.8 - Efeito dos agentes complexantes do procedimento analitico. Curvas A e B = reagentes
ECR e CAS, respectivamente. Concentragdes 0,02 % (m/v) e pH do meio = 5,0.

Considerando-se o coeficiente angular da curva analitica como um
parametro relacionado a sensibilidade, percebe-se que a melhor sensibilidade foi
alcangada com o reagente CAS, a qual € 70% maior que a obtida quando
empregado o reagente ECR. Além disso, a absorbancia do branco € menor, o que é
vantajoso em sistemas de analises em fluxo que empregam adigdo pulsada. De
acordo com este resultado, o reagente CAS foi selecionado para dar sequéncia ao
trabalho.

Segundo a literatura 74, a cinética da reagdo entre CAS e Al (lll) é
rapida, entdo ndo foram realizados ensaios visando uma otimizagao temporal. Com
efeito, como trés aliquotas da solugdo do composto produzido foram aspiradas para
a cela de fluxo em tempos distintos, entdo se o desenvolvimento da reagéo ainda

estivesse em curso, os sinais monitorados teriam magnitude crescente.
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2.2.2. Avaliagdao da estequiometria da reagdo - Método das

Variagdes Continuas

Absorbancia

0,0 —— T r T i
400 500 600 700 800
Comprimento de onda, nm

FIGURA 2.9 - Espectros de absorgao do complexo Al(lll)-CAS (pH = 5,0) obtidos pelo Método das
Variagdes Continuas.

Como mostra a FIGURA 2.9, observa-se que a medida que a
concentragdo de Al (lll) é diminuida (demais espectros coloridos localizados abaixo
do espectro de cor roxa), ha uma redugdo do valor de absorbancia do complexo.
Desta forma, a propor¢do 1:1 (metal:ligante) (espectro destacado de cor roxa)
confirmou a estequiometria da reagcao do complexo Al(Ill)-CAS, cuja absorgéo do

espectro ocorreu com maior intensidade.
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2.2.3. Efeito da concentragao e do volume do reagente CAS

A concentragdo do reagente pode afetar a sensibilidade de forma
desfavoravel e também a faixa de resposta linear do procedimento analitico quando
a estequiometria da reacdo nédo é atendida. Como o reagente € colorido, 0 seu
excesso pode aumentar consideravelmente a leitura do branco. Um valor elevado da
leitura do branco pode causar um estreitamento da faixa de resposta linear, devido a
saturagao do sistema de deteccéo. Dessa forma, foi feito um estudo para observar a
influéncia da concentragdo e do volume do reagente CAS, sem que comprometesse
a sensibilidade e sem que precisasse utilizar um excesso de volume. O estudo foi
realizado usando as concentragdes 0,01; 0,02 e 0,03% (m/v) de CAS e, uma vez
otimizado esse parametro, foi feito o estudo do volume inserido, sendo eles 40; 50;
60 e 70 pL e fixado um volume de 200 pL para a hexamina para evitar variagdes do
meio.

O resultado do estudo relacionado as concentragbes dos reagentes
estd mostrado na FIGURA 2.10 e na TABELA 2.1 e o resultado relacionado aos

volumes das solugdes esta mostrado na FIGURA 2.11 e disposto na TABELA 2.2.

1,84

= CAS 0,01% (m/v)
= CAS 0,02% (m/v)
= CAS 0,03% (miv)

1,6 4
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Absorbancia

0 20 40 60 80 100 120 140

Concentragao, ugL”

FIGURA 2.10 - Efeito da concentragéo da solugdo CAS.
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TABELA 2.1 - Resultados obtidos ap6s variagdo da concentragédo da solugdo do reagente CAS.

Concenragiode  Cosfeenieanaular - Cosfsniede g ga e
0,01 0,0030 0,9838 A =0,0527+0,0030.Caiqn)
0,02 0,0072 0,9940 A =0,1715+0,0072.C aqn)
0,03 0,0100 0,9937 A =0,4147+0,0100.C aqn)

Ao analisar as curvas da FIGURA 2.10, observa-se um aumento da
sensibilidade com a concentragcdo do reagente, embora ocorra também, um aumento
da leitura do branco, que seria esperado uma vez que O reagente apresenta
absor¢do na mesma faixa do composto formado com o analito. Os dados da
TABELA 2.1 mostram que o sinal do branco e o coeficiente angular cresceram
linearmente com a concentragcéo do reagente, entretanto, o coeficiente de correlagao
linear apresentou melhor resultado para as duas concentragbes mais altas.
Experimentos realizados usando solu¢gdo de CAS com concentracédo de 0,04 %
apresentou resposta linear semelhante a da concentracdo de 0,03 %, entretanto, a
leitura do sinal do branco era maior, portanto, a concentracdo de 0,03 % foi
selecionada para dar continuidade ao trabalho.



1,0 4

0,9 4

Absorbancia

V. =40 puL
V_=50 puL

" m B n
N

Concentragéo, pg L™

FIGURA 2.11 - Efeito do volume da solugao CAS.
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Ao analisar as curvas analiticas da FIGURA 2.11, observa-se que ha

um ganho de sensibilidade quando o volume da solugdo do reagente variou de 40

para 60 uL. Entretanto, as curvas relacionadas aos volumes de 60 e 70 uL séo

praticamente paralelas, indicando apenas um aumento da leitura do sinal do branco.

Dessa forma, o volume de 60 uL possuia reagente suficiente para atender a

estequiometria da reacdo. Quanto a linearidade, os dados da TABELA 2.2 indicam

que os valores obtidos ndo possuem diferenga significativa, entdo o volume de 60 uL

foi selecionado.

TABELA 1.2 - Resultados obtidos a partir da variagao do volume da solugao do CAS.

Volume de CAS (uL)

Coeficiente angular
(sensibilidade)

Coeficiente de
correlagao (r)

Equacao da reta

40
50

60
70

0,0109
0,0428

0,1499
0,2127

0,9998
0,9993

0,9989
0,9983

A =0,0109 + 0,0050.C aqy
A =0,0428 + 0,0059.C aqny
A =0,1499 + 0,0077.C aiqmy
A =0,2127 + 0,0081.C aqny
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2.2.4. Efeito do volume da solugao de hexamina

A reacgao entre o reagente CAS e o Al (lll) é dependente do pH, entdo
nos experimentos descritos anteriormente foi empregada uma solugado de hexamina
com concentragdo de 3,0 molL' e mantido um volume de 200 pL. O pH
recomendado na literatura para essa reagdo é em torno de 5,0 ™. Nessa etapa do
experimento, foi avaliado o efeito do volume da solugédo de hexamina inserida a
camara de mistura, cujos resultados sao mostrados na FIGURA 2.12 e na TABELA
2.3.

0,6 4

0,54

0,4

0,34

Absorbancia

0.2 - V, =150 uL

1 g m V,=200puL
0,14
m V=250 ul
0,0‘/ "V, =300
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentragéo, pg L

FIGURA 2.12 - Efeito do volume da solugao de hexamina.

TABELA 2.3 - Resultados obtidos a partir da variagdo do volume da solugdo do hexamina

clmede | Cosicrtengulr  Cotkriede  coyacaoaa et
150 0,0044 0,9958 A =0,1961 + 0.0044.C aqn)
200 0,0061 0,9982 A =0,1010 + 0,0061.C ain)
250 0,0075 0,9985 A =0,0061 + 0,0075.C aqny

300 0,0078 0,9980 A =0,0011 + 0,0078.C aigny
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De acordo com os resultados, foram avaliados trés parametros: o valor
da leitura do branco, o coeficiente angular (sensibilidade) e o coeficiente linear
(linearidade). Observa-se que a quantidade de hexamina inserida tem efeito
significativo na leitura do branco, a qual diminui com aumento do volume. Pode-se
inferir que o decréscimo observado seria causado por diluicdo, entretanto,
considerando-se que o volume da amostra na camara era 3000 uL, uma variagcao de
100 pyL da solugdo de hexamina nao causaria uma variacdo dessa ordem.
Considerando estes resultados, o volume de 250 pL de hexamina foi selecionado, o
qual corresponde a 25 pulsos de inser¢cao executados pela minibomba P2 da
FIGURA 2.4.

Apébs a avaliagao dos parametros com o emprego do primeiro médulo
de analises (FIGURA 2.4), medi¢cdes da acidez do produto obtido foram realizadas
através da coleta da solugado. Foi observado que o pH da mistura das solugdes foi

mantido em torno de 4,9, préximo a 5,0 que é o recomendado pela literatura 4.

2.2.5. Desempenho do sistema proposto

Uma vez estabelecidas as condigbes operacionais, foram processados
dois conjuntos de solugbes de referéncia para verificar o desempenho global do
sistema proposto (FIGURA 2.4), sendo um deles preparado com glicose na mesma
concentracdo discriminada no rotulo do fabricante. As curvas analiticas

correspondentes sao mostradas nas FIGURAS 2.13 e 2.14.
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FIGURA 2.13 - Curva analitica do complexo Al 3+ - CAS (FIGURA 2.4).
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FIGURA 2.14 - Curva analitica do complexo Al 3* - CAS (FIGURA 2.4) com a presenga de glicose nas
solucgdes.
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Ao analisar as curvas das FIGURAS 2.13 e 2.14, pode-se observar
uma otima resposta em termos de linearidade e também de sensibilidade,
entretanto, verifica-se na FIGURA 2.14 um sinal mais elevado para o branco e um
decréscimo do coeficiente angular, se comparado com a resposta obtida mostrada
na FIGURA 2.13. Essa diferengca pode ser atribuida a presenga da glicose, uma
substéncia organica presente em uma matriz ainda mais complexa.

Apesar dessas observagoes, verifica-se que a solugao de referéncia
com concentracgdo de 5 ug L' Al (lll) apresentou sinal com magnitude suficiente para
ser discriminada em relagao a leitura do branco.

Para averiguar se a resolugdo seria afetada apods o processamento
desse conjunto de solugdes com glicose, a faixa linear foi ampliada como observado
na FIGURA 2.14. Portanto, observa-se uma boa resposta com o emprego dessas
solugdes numa faixa linear de 5 a 125 ug L.

As caracteristicas analiticas do sistema proposto para os dois

conjuntos de solugdes estdo dispostas nas TABELAS 2.4 e 2.5, respectivamente.

TABELA 2.4. Caracteristicas analiticas do método proposto (Sistema da FIGURA 2.4).

CARACTERISTICAS ANALITICAS

Faixa linear (ug L") 5,0 - 100

Equacéo da reta A =0,0268 + 0,008.Cai iy (r=0,9997)
Limite de detecgao (ug L), critério (30) 1,58

Limite de quantificagéo (ug L) 5,26

Coeficiente de variagéo (%) 2,68

Consumo de hexamina (mg) 85

Consumo de cromoazurol S (ug) 12

Frequéncia de amostragem (h") 21

Geragao de efluente (mL) (por determinagéo) 1,6
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TABELA 2.5. Caracteristicas analiticas do método proposto com o emprego de solugdes de referéncia
com glicose na composicao.

CARACTERISTICAS ANALITICAS

Faixa linear (ug L") 5,0 - 125

Equagéo da reta A =0,1449 + 0,006.Cai iy (r=0,9986)
Limite de detecgéo (ug L") 0,57

Limite de quantificagdo (ug L") 1,89

Coeficiente de variagéo (%) 1,96

Consumo de hexamina (mg) 85

Consumo de cromoazurol S (ug) 12

Frequéncia de amostragem (h™") 21

Geracao de efluente (mL) 1,6

Os resultados apresentados demonstraram que o sistema proposto
(FIGURA 2.4) possui bom desempenho em termos de consumo de reagentes e
geracao de efluentes, conforme pode ser observado nas TABELAS 2.4 e 2.5. O
limite de detecgao estimado foi de até quinze vezes menor que a concentracao de
referéncia estabelecida para solugdes de hemodialise 2.

Os objetivos do projeto foram alcangados, porém, apesar do sistema
proposto ter apresentado um bom desempenho, a sua configuragao foi modificada a
fim de obter uma melhor resposta em termos de frequéncia de amostragem, pois 21
determinacdes por hora pode ser considerada baixa para um procedimento analitico
automatico. Dessa forma, o segundo modulo de analises foi proposto (FIGURA 2.5)
e embora apresente uma estrutura diferente do primeiro, do ponto de vista
conceitual sdo idénticos.

Dessa forma, os estudos foram repetidos € um novo conjunto de
solugdes de referéncia (com glicose) foi preparado por diluigdo binaria para
averiguar o desempenho do novo sistema com o objetivo de melhorar a frequéncia
analitica.

As amostras de hemodialise também foram processadas apoés firmadas
as condicdes analiticas. A curva analitica obtida esta ilustrada na FIGURA 2.15 e as

caracteristicas analiticas estao descritas na TABELA 2.6.
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FIGURA 2.15 - Curva analitica referente a resposta global do sistema proposto (FIGURA 2.5) com a
presenca de glicose nas solucdes.

De acordo com a FIGURA 2.15, a curva analitica obtida possui uma
tendéncia semelhante a FIGURA 2.14 e com o mesmo valor de coeficiente angular.
Observa-se que o sinal referente a leitura do branco decresceu se comparado ao da
FIGURA 2.14, sendo ambas as solugbes com glicose na composi¢cdo. Como as
concentracdes das solugcdes sao baixas, todo o cuidado foi tomado para o preparo
das solugbes, entdo uma fonte de erro possivelmente foi eliminada quando foi
empregado o preparo das solugdes por diluicdo binaria.

As caracteristicas analiticas do sistema proposto, mostrado na FIGURA
2.5, estdo descritas na TABELA 2.6.
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TABELA 2.6 - Caracteristicas analiticas do desempenho global do sistema proposto (FIGURA 2.5)

CARACTERISTICAS ANALITICAS

Faixa linear (ug L") 7,5-120

Equacéo da reta A =0,0692 + 0,0064.Cai(ny (r=0,9994)
Limite de detecgdo (ug L), critério (30) 1,41

Limite de quantificagdo (ug L") 4,69

Coeficiente de variagdo (%) 2,33

Consumo de hexamina (mg) 85

Consumo de cromoazurol S (ug) 12

Frequéncia de amostragem (h") 70

Geracgao de efluente (mL) 1,6

De acordo com a TABELA 2.6, observa-se que os valores encontrados
para os limites de deteccdo e quantificacdo e do coeficiente de variagcdo foram
superiores aos apresentados com o emprego do sistema anterior, porém, a
diferenga nado foi significativa, uma vez que foram processadas solugdes com
concentragdes na ordem de ug L. A diferenga quanto a frequéncia de amostragem
foi de fato a mais significativa se comparada a obtida com o emprego do sistema
anterior, pois o segundo médulo de analises permitiu obter 70 determinagdes por
hora, contra 21 determinagdes obtidas com o primeiro sistema, ou seja, mais que o
triplo alcangado.

Em sistemas de analises em fluxo o desempenho do propulsor de
fluido € determinante para se obter bons resultados. Quando é empregado o
processo de multicomutagcdo sua importancia aumenta, pois a inser¢cao da aliquota
da amostra e das solugdes dos reagentes é fungdo do tempo de permanéncia das
valvulas ligadas e da vazdo de bombeamento. Entdo, tendo estabelecido as
condigdes operacionais, foi realizado um conjunto de experimentos para verificar o
desempenho global do sistema como um todo. Nesse caso, estd incluidos a
estabilidade do fotdmetro e do dispositivo de propulsdao de fluido, além do
desenvolvimento da reacado para formar o composto detectado. Uma variagao de
qualquer um destes parametros afetaria a magnitude dos sinais gerados e a

precisao dos resultados.
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Para avaliar globalmente o sistema, foram empregadas as mesmas
condi¢cbes de analise comentadas nos itens anteriores e o teste foi realizado trés
vezes para cada solugcao e em triplicata. Os registros referentes as medigdes séo
mostrados na FIGURA 2.16, onde observa-se que nos trés conjuntos os registros
apresentam perfis idénticos, indicando que o comportamento global do sistema é

constante ao longo do tempo.
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FIGURA 2.16 - Registro dos sinais transientes relativo a repetibilidade do sistema empregado. Bco =
branco.

A partir dos registros da FIGURA 2.16 foram encontrados os seguintes
valores para os desvios relativos das medigdes: 3,2; 2,5 e 3,4 % para o branco, para
as solugdes de 10 pg L' Al (l1) e de 100 ug L' Al (1ll), respectivamente. Estes dados
indicam que o sistema proposto tem 6timo desempenho e sensibilidade suficiente
para quantificar aluminio em solugdo para hemodialise com concentragdes menores

que o limite estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (10
ug L) 2.
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2.2.6. Validagao do método proposto

A validagdo do método proposto foi realizada por meio de testes de

adicado de padrao a amostra. A TABELA 2.7 mostra o resultado obtido.

TABELA 2.7 - Validacdo do método proposto

y Amos_t’ra_u f:c?ncentragéo ., Concentragao ) Recuperagio (%)
emodialise adicionada (ug L")  encontrada (ug L)

1* 45,00 46,88 + 0,02 97,0

2* 65,00 76,21 £ 0,03 112,0

3* 80,00 93,49 £ 0,03 113,0

4 45,00 57,30 £ 0,05 127,0

5** 65,00 73,54 £ 0,05 113,0

6** 80,00 83,83+ 0,04 105,0

*kamostras sem glicose; * kamostras com glicose.

Como a maioria dos procedimentos analiticos adota a faixa de
aceitabilidade entre 70 e 120 % como aceitavel e, considerando a complexidade da
matriz, cujo analito foi detectado em baixas concentragbes, pode concluir que os
resultados obtidos mostram, com excecdo da amostra quatro, uma boa faixa de

recuperacgao (97 a 113 %).

2.3. Conclusao

Os resultados mostraram que o procedimento desenvolvido para a
determinacao de aluminio em amostras para tratamento de hemodialise é exequivel
e apresenta sensibilidade suficiente para atender as normas estabelecidas pela
ANVISA. Além disso, demonstra que a bomba de seringa desenvolvida apresentou
desempenho suficiente para encorajar seu emprego no desenvolvimento de outros
procedimentos analiticos, tendo como vantagem adicional baixo custo dos

componentes e a vida média das seringas em torno de 6 meses. O primeiro conjunto
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de seringas instalado funcionou durante o desenvolvimento do procedimento

analitico, sem necessidade de manutencao, indicando 6tima robustez.
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CAPITULO 3

 ————————————————————————————————————— |

Desenvolvimento de um sistema automatizado para

determinagéo de niquel em amostras de interesse agronémico
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3. DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA AUTOMATIZADO PARA
DETERMINACAO DE NIQUEL EM AMOSTRAS DE INTERESSE
AGRONOMICO

O niquel é considerado um micronutriente para plantas devido ao seu
efeito significativo no desenvolvimento e na produgédo das mesmas %78 Dentre os
efeitos inerentes a sua acao € citada a hidrélise da uréia, que € uma das fontes
naturais de nitrogénio utilizada pelas plantas na realizagao da fotossintese 798,

Pesquisas envolvendo nutricdo mineral de plantas relatam que a
determinacao de niquel é requerida para prevenir deficiéncia nas mesmas, uma vez
que a concentragdo do metal em diferentes partes da planta € um indicador do seu
estado nutricional 8'. Contudo, a presenga de niquel em excesso pode afetar
desfavoravelmente a absor¢do de outros micronutrientes essenciais que,
consequentemente, prejudica o desenvolvimento da planta 82.

Apesar dos sintomas de toxidez se desenvolverem quando niveis
excessivos sao absorvidos, e das plantas variarem quanto a sensibilidade ao
excesso 2, o niquel é considerado moderadamente toxico quando comparado a
outros metais pesados, mas ainda assim, ha indicagdo de que ele pode causar
sérios danos a saude humana 8485,

O uso de plantas para fins terapéuticos € milenar 88 e mesmo nos
dias atuais continua sendo amplamente empregado &% em forma de chas ou
infusbes devido as suas propriedades de cura. No Brasil, a ANVISA aprovou a
Resolugédo n° 48, que dispbe sobre o registro de medicamentos fitoterapicos,
incluindo o controle de qualidade da droga vegetal, do produto acabado e da
importagdo de produtos fitoterapicos °', porém, ainda ndo ha uma legislagdo que
especifique um limite de alguns metais contidos na planta in natura, como é o caso
do niquel, por exemplo.

A disponibilidade de procedimentos para a determinacdo dos
elementos considerados essenciais e, principalmente, aqueles que também podem
ser considerados toxicos quando em excesso, € primordial para monitorar o controle
de qualidade das plantas com fins medicinais.

Os procedimentos comumente empregados para determinagdo de

niquel envolvem espectrometria de absorgdo atdbmica com chama FAAS 9
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espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) % e
espectrofotometria UV-Vis %, A extragdo em fase solida tem sido empregada com o
objetivo de separagao e pré-concentragao, sendo que a detecgao tem sido efetuada
por espectrofotometria UV-Vis % ou espectrometria de emissédo optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) .

Niquel e outros metais pesados foram quantificados em folhas de
Peumus boldus Mol. (Monimiaceae), conhecida popularmente como boldo, por
espectrofotometria de absorgéo atdomica apds digestao nitrica. Os niveis de niquel
encontrados variaram de 4,31 mg kg™ a 0,77 mg kg™ e, segundo os autores, estes
valores ndo ultrapassam a recomendacgado diaria do metal, mesmo para criangas
lactentes, cuja faixa de concentragdo permitida € de 5 a 15 ug g' de Ni por dia no
leite 97.

Teores de alguns metais pesados foram determinados em amostras de
erva-mate (/llex paraguariensis, St. Hill.). As amostras foram decompostas em forno
microondas com sistema fechado e processadas em espectrdmetro de massa com
plasma indutivamente acoplado, cujas concentragdes de niquel encontradas nao
ultrapassaram 5ug .g™' %.

Foi realizado um estudo para quantificar niquel em folhas e saquinhos
comercializados para o preparo de chas de menta das espécies Mentha piperita e
Mentha pulegium e uma mistura de ervas contendo a mesma planta. As amostras
foram digeridas em HNOs 65%, secas em forno de mufla a 450 °C por 48 horas e a
cinza obtida foi dissolvida em HNOs3 1,5 % e diluidas para posterior processamento
no espectrdbmetro com plasma indutivamente acoplado (ICPS). O resultado
apresentou concentragdo de niquel de 1,79 + 0,25 mg Kg' em amostras contidas
nos saquinhos comerciais e 1,00 + 0,083 mg Kg' nas amostras de folhas. Maior
concentracdo do metal foi encontrada nas amostras constituidas da mistura da erva,
cuja variagdo foi 0,53 mg Kg' (minima); 4,84 mg Kg' (maxima) e 1,72 mg Kg'
(média) com * 1,13 de desvio padréo

Geralmente, a detecgao fotométrica emprega equipamento de menor
custo de aquisigdo e de operagédo %. Isto € um dos objetivos dessa tese e como
objetivo especifico desta parte do trabalho, visa-se desenvolver um procedimento
automatico para a determinagado fotométrica de niquel em digeridos de plantas
medicinais. O procedimento analitico foi desenvolvido empregando um moddulo de

analises baseado no processo de multicomutagdo em analises em fluxo (MCFA) 190,
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o qual utilizou minibombas solenoide como unidade de propulsdo de fluidos 191, A
deteccao fotométrica foi realizada com um fotébmetro de LED, o qual foi configurado

para trabalhar com cela de fluxo de 50 mm de caminho éptico.

3.1. Parte Experimental

3.1.1. Método

O método espectrofotométrico empregado para quantificar o niquel nas
amostras de plantas foi baseado na reagao entre o metal e 0 agente complexante
dimetilglioxima (DMG) em meio alcalino %*192, O complexo formado era de coloragéo
levemente rosa correspondente ao dimetilglioximato de niquel (II), que foi
monitorado espectrofotometricamente a 490 nm.

A reacédo entre o Ni (lIl) e o reagente DMG produz o precipitado
Ni(DMG)2 que é a base do método gravimétrico bastante difundido, como pode ser
visualizado na FIGURA 3.1.
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FIGURA 3.1 - Reagdo de formacao do complexo Ni(ll)-DMG. (Adaptada de MARCZENKO &
BALCERZAK 102)

Segundo a literatura, em solugao alcalina, o niquel passa do estado Il
para o estado de oxidagdo IV e a reagdo é muito lenta e instavel 02, A

estequiometria da reagao do Ni (II) com a DMG é 1:2 (metal: ligante), porém, ndo ha
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relatos sobre a estequiometria da reacdo quando o metal € complexado no estado
de oxidagao IV.

Sabe-se, porém, que a DMG é um ligante bidentado e se o niumero de
coordenacao do niquel for IV, duas geometrias sao possiveis: tetraédrica e quadrado
planar. Entretanto, tanto o Ni (Il) quanto o Ni (IV) séo ions pequenos (principalmente
o Ni (IV)) e o tamanho e geometria dos ligantes impedem a formagdo do complexo
tetraédrico (efeito estérico), formando assim um complexo quadrado planar. Dessa
forma, ha evidéncias de que as proporgdes estequiométricas para os dois estados
de oxidagao do metal sdo equivalentes. Como o estado de oxidacao IV é instavel em
solugdo aquosa por longo tempo, € necessario utilizar um agente oxidante forte tal
como persulfato de potassio para acelerar a reagdo e promover mais rapidamente o
estado de oxidagéo IV 103,

Diante do exposto, foi realizado o estudo do Método das Variagdes
Continuas 7273 para estimar a estequiometria da reacdo quando o complexo é
produzido em meio alcalino. Este estudo foi realizado tomando diferentes
quantidades do metal Ni (Il) (preparado neste estado de oxidagcdo) e do ligante
(DMG), mantendo a soma das quantidades constante, conforme ilustrado na
FIGURA 2.1 do capitulo precedente. O método permitiu estimar a estequiometria do
complexo formado através de diferentes medidas de absorbancia na regido do

visivel, com monitoramento do comprimento de onda em 490 nm.

3.1.2. Preparo de reagentes e solugoes

Todas as solugbes foram estocadas em frascos adequados e

preparadas com reagentes de grau analitico conforme descrito abaixo.

- Agua purificada obtida pelo sistema Millipore Milli-Q (condutividade elétrica < 0,1

uS cm™) foi utilizada para o preparo das solugdes e lavagem dos materiais.

- Uma solugao estoque de Ni (Il) 1000 mg L™ foi preparada pela dissolugdo de 1,0 g
de sulfato de niquel (NiSO4.6H20) em 14 mL de acido nitrico concentrado (HNO3) e

completado o volume para 1000 mL com agua purificada.
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- As solugdes de trabalho na faixa de 0,25 a 2,0 mgL"' foram preparadas
diariamente pela diluicdo apropriada da solugdo estoque com acido nitrico (HNO3)
0,65 mol L.

- Uma solugdo de 0,5 mol L' de hidroxido de sdédio (NaOH) foi preparada por

diluicao apropriada de uma solugao estoque previamente padronizada.

- O reagente cromogénico dimetilglioxima, ((CH3CNOH)2), 1,0 % (m/v) (DMG) foi

preparado dissolvendo o solido em 100 mL de hidroxido de sddio 0,5 mol L.

- A solucéao de trietanolamina, (CsH15sNOs3) 3,0 % (v/v) (TEA) foi preparada diluindo o
reagente em 100 mL de NaOH 0,5 mol L.

- A solugao de persulfato de potassio (K2S20s), 5,0 % (m/v) (PER) foi preparada em
100 mL de agua purificada.

3.1.3. Preparo das amostras

Onze amostras de plantas medicinais (folhas secas) popularmente
utilizadas foram doadas pela Farmacia de Plantas Medicinais Prof. Accorsi,
localizada em Piracicaba-SP. As seguintes amostras, em massa seca, foram
adquiridas: abacateiro, alecrim, alfafa, alfazema, arnica montana, camomila, canela,
erva doce, eucalipto, hortela e pata de vaca.

As amostras foram moidas por um moinho de facas, pesadas em torno
de 1,0 g (em triplicata) e calcinadas por aproximadamente 6 horas a 550 °C. Apos
esse periodo, foram filtradas em 25,0 mL de acido nitrico 0,5 mol L.
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3.1.4. Equipamentos e Acessorios

Foram empregados os seguintes equipamentos e acessorios:

- Bomba peristéltica modelo IPS-08 Ismatec, com tubos de Tygon (d.i. 0,8 mm);

- Microcomputador equipado com interface para controle e aquisicdo de dados PCL
711S (Advantech Cincinnati, OH, USA);

- Valvulas solenoide de trés vias (NResearch, New Jersey, NJ, USA);

- Cela de fluxo de 50 mm de caminho 6ptico;

- Fonte de alimentagéo de corrente continua regulada;

- Interface de poténcia para acionamento das valvulas solenoide;

- Acrilico para construgdo de componentes do modulo de analises;

- Tubos de polietileno para construgéo de bobinas de reagéo e linhas de fluxo;

- Amplificadores operacionais para montagem de interface de condicionamento de
sinais; LED de alto brilho e angulo de emissao estreito (< 20°); resistores e

capacitores diversos e placa de circuito impresso em fibra de vidro.

3.1.5. Descri¢ao dos moédulos de analises

O sistema de detecgédo e a cela de fluxo empregados formam uma
unidade compacta como pode ser visto na FIGURA 3.2. A cela de fluxo tem caminho
optico de 100 mm de comprimento e 1,2 mm de diametro interno. Esse sistema de
detecgédo foi empregado para os dois modulos de analises abordados nesta parte do

projeto.
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FIGURA 3.2. Diagrama da cela de fluxo acoplada ao fotdmetro. Tr = transistor BC547; LED = diodo
emissor de luz, Amax = 490 nm; x = 100 mm; d = 1,2 mm; Tv: cela de fluxo; Sv = cilindros de vidro,
didametro 1,2 mm, comprimento 20 mm; Sd = ponto de fus&o do tubo e dos cilindros; |1 e |2 = feixes de
radiacao incidente e emergente na cela de fluxo, respectivamente; Det. = fotodetector; Si = sinal.

O primeiro médulo de analises (FIGURA 3.3) empregado nesta etapa
do projeto foi constituido por quatro valvulas solenoide para a inser¢ao das solugdes
no percurso analitico, uma bomba peristaltica para a propulsdo dos fluidos e um
sistema de detecg¢do, onde foi empregado LED como fonte de radiacdo e um
fotodiodo como detector. Todo o sistema foi acoplado a um microcomputador por
meio de uma interface eletronica. O programa de controle foi escrito em linguagem
de programacdo Quick Basic 4.5 com recursos para controlar a manipulagdo das
solucoes e realizar a aquisicdo de dados.

O fotébmetro e as valvulas solenoide s&o similares aos usados no
procedimento para determinagdo de aluminio em aguas para hemodialise, entao

foram empregadas as mesmas interfaces e as fontes de alimentagéo.
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FIGURA 3.3. Diagrama do modulo de analises. V1 - V4 = valvulas solenoide de trés vias; A = amostra;
Ca = solugdo transportadora, NaOH 0,5 mol L' Ri, R2 e Rz = reagentes TEA, PER e DMG,
respectivamente; Det = fotdmetro com detecgdo UV-VIS; Bp = bomba peristaltica, Desc = descarte de
efluente; T+ - T4 = diagrama de tempos de acionamento das valvulas solenoide V1, V2, V3 e Vg,
respectivamente.

As linhas cheias e tracejadas nos simbolos das valvulas indicam o
caminho de passagem de fluido com as valvulas desligadas e ligadas,
respectivamente. As superficies sombreadas em blocos azuis representam o
diagrama de tempos e indicam quando a respectiva valvula esta acionada.

De acordo com a configuragdo do mdédulo de analises mostrado
FIGURA 3.3, todas as valvulas estdo desligadas e o sistema preparado para dar
inicio ao processo de amostragem. As aliquotas das solugbes da amostra e dos
reagentes sao inseridas no percurso analitico sequencialmente como indicado no
diagrama de tempos. Nessa ordem, sdo inseridas sequencialmente uma aliquota da
amostra, uma de TEA, uma de PER e uma de DMG. Esta sequéncia constitui um
ciclo de amostragem. O diagrama de tempos da FIGURA 3.3 mostra a rotina de
analise para esta configuragao e que foram realizados dois ciclos de amostragem,
mas esse numero pode ser variado para atender os requisitos do procedimento
analitico.

O volume da aliquota de cada solugcao depende da vazao e do intervalo
de tempo em que a valvula correspondente foi mantida acionada. A vazao foi
mantida constante, entdo o intervalo de tempo de acionamento da valvula foi a

variavel estudada para otimizar as condi¢des de funcionamento do processo
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analitico. O volume de cada solucao inserido no percurso analitico é diretamente
proporcional ao tempo de acionamento da respectiva valvula.

Todas as solugdes foram bombeadas mantendo a bomba peristaltica
com vazdo de 1 mL min-'. Antes de ser iniciado o processo de amostragem, todos os
canais eram preenchidos previamente com agua purificada para limpeza dos
mesmos e posteriormente com as solugdes. Nessa etapa, as valvulas eram
acionadas sequencialmente por intervalo de tempo de 30 s. Logo apds a etapa de
limpeza, era iniciado o procedimento de calibragdo do fotdmetro.

A calibragéo era iniciada com o LED apagado e fornecia o valor do
sinal de saida gerado com o fotdbmetro no escuro (Vo). Em seguida, era ajustado
através do resistor variavel para obter um sinal de aproximadamente 2000 mV (Vi)
na saida do fotodetector.

Apos a etapa de limpeza e de calibracdo do fotdmetro, a sequéncia de
operagdes era processada pelo microcomputador para ser iniciado o processo de
amostragem e posteriormente era efetuada a aquisicdo de dados, cujo sinal era
gerado pelo fotdmetro e convertido de analdgica para digital pela interface PCL
711S. Apods a leitura do sinal, 0 microcomputador calculava a absorbancia usando a
EQUACAO 4 indicada a seguir, a qual foi incorporada a rotina de aquisicdo de
dados.

Abs = log [(Vi- Vo) / (Vs Vo)] (EQUACAO 4)

Onde:

Abs = absorbancia

Vi = leitura em mV

V¢= leitura de fundo de escala (2000 mV)
Vo = leitura tomada no escuro em mV.

Os dados gerados eram salvos em codigo ASCII para permitir posterior
processamento. Enquanto o processo de analise estava em curso, um grafico do
sinal analitico em fungao do tempo era mostrado em tempo real.

O segundo moédulo de analises empregado nesta etapa do projeto esta
descrito na FIGURA 3.4. Este sistema contempla uma estratégia mais simples que o
sistema anterior. Foram empregadas minibombas solenoide que desempenham as

mesmas fungdes das valvulas solenoide para a inser¢cao das solugdes e da bomba
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peristaltica para propulsdo das mesmas. Os demais dispositivos foram mantidos

para esta configuragao.

St ! St

FIGURA 3.4. Diagrama do modulo de analises. P1-Ps = bombas solenoide; V41 = valvula solenoide de
trés vias; X = confluéncia; A = amostra; Ca = carregador agua; R1, R2 e R3 = reagentes TEA, PER e
DMG, respectivamente; B = reator de 100 cm (d.i. 0,8 mm); DET = fotdmetro de LED, A = 490 nm;
Desc = descarte de efluente; St1 e Stz = etapas de amostragem e de leitura de sinal, respectivamente;
T+ — Ts = diagrama de tempos de acionamento das bombas solenoide.

Segundo o diagrama de tempos mostrado na FIGURA 3.4, o processo
de amostragem tem inicio quando as minibombas P1, P3, P4+ e Ps sdo acionadas
sequencialmente para inserir aliquotas da amostra e dos reagentes R1, R2 € R3 no
percurso analitico. No diagrama de tempos estdo indicados duas sequéncias de
acionamentos, portanto foram executados dois ciclos de amostragem. Este numero
pode ser variado para atender os requisitos do procedimento analitico. A valvula V1
€ mantida desligada. Finalizando a etapa de amostragem, a minibomba P2 é
acionada para inserir a solugado transportadora para deslocar a zona da amostra

através do reator B para o detector. A mistura entre as solugbes e o
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desenvolvimento da reagéo para formagao do complexo Ni(IV)-DMG ocorre durante
o transporte através do reator.

Quando € adicionada uma nova amostra, é necessario lavar os tubos
que levam a solugcédo da amostra até a minibomba e desta até o ponto de confluéncia
X. Nesta etapa, € aplicado a minibomba P+ 10 ciclos de acionamento (liga/desliga) e
a valvula V1 é mantida ligada, entado o fluido bombeado é desviado para o descarte.
Em seguida, é aplicado 5 ciclos de acionamento na minibomba P2 para lavar e
percurso entre a confluéncia e as valvulas solenoide. A rotina de analise para esta

configuragédo é mostrada no diagrama de tempos da FIGURA 3.4.

3.1.6. Otimizacao dos sistemas em fluxo

Com o objetivo de estabelecer as condi¢des experimentais dos
procedimentos propostos, foram avaliados alguns parametros.

Para o primeiro sistema (FIGURA 3.3) foram investigados o tempo de
inser¢cdo da amostra no percurso analitico, programados em 0,25; 0,5; 1,0e 2,0s e
variagdo do tempo de inserg¢ao dos reagentes TEA, DMG e PER com tempos de 0,5;
1,0 e 1,5 s cada. Enquanto era otimizado a variagdo do tempo de inser¢cdo de um
reagente, o tempo para os demais fora fixado em 1,0 s. Estes intervalos de tempo se
referem a insercdo de cada solugdo em um ciclo de amostragem. Os experimentos
foram realizados estabelecendo 5, 10 e 15 ciclos de amostragem.

Para o segundo sistema (FIGURA 3.4), os seguintes parametros foram
avaliados: influéncia do numero de ciclos de amostra (de 1 a 5) por amostragem;
influéncia do numero de ciclos de amostragem (5, 10, 15 e 20); influéncia do
comprimento do reator (50, 100, 150 e 200 cm); influéncia da concentracédo do
reagente dimetilglioxima (0,5; 1,0 e 1,5 % (m/v)) e influéncia da concentragcdo do
reagente persulfato de potassio (4,0; 5,0 e 6,0% (m/v)). Foi utilizada a concentragao
maxima de 3% (m/v) do agente mascarante TEA para este estudo, sendo suficiente
para evitar o efeito dos potencias interferentes, como o ferro, por exemplo. Ainda
assim, o numero de ciclos de inser¢ao da solugdo de TEA sempre foi igual ao da

amostra.
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Com o primeiro médulo de analises mostrado na FIGURA 3.3, foi
avaliado o tempo de inser¢ao dos reagentes DMG, PER e TEA no percurso analitico
via acionamento das valvulas solenoide correspondentes. Com o intuito de minimizar
o volume de efluente gerado, foi avaliada a variagdo da concentracédo desses

reagentes empregando o segundo sistema.

3.2. Resultados e discussao

3.21. Avaliacao da estequiometria da reagdo - Método das

Variagdes Continuas

O Método das Variagdes Continuas foi realizado para estimar a
estequiometria da reagdo. O ensaio foi realizado da mesma forma como descrito na
FIGURA 2.1 do item 2.2.1 do capitulo 2. O resultado mostrou que o complexo Ni(IV)-
DMG produzido apresentou a propor¢gdo 1:2 (metal:ligante), que corresponde ao
maximo de absor¢cdo mostrado na FIGURA 3.5. Os espectros representados pelas
cores preta, vermelha e azul, correspondem as proporg¢des 1:9; 2:8 e 3:7 (M:L),
respectivamente, e apresentaram menor absorc¢ao, indicando que estas proporgoes
nao atendiam a estequiometria de formagado do complexo. Os registros dos demais
resultados coincidem com a linha de base, indicando que a concentracido do

composto formado néo era suficiente para ser detectado.
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FIGURA 3.5. Espectros de absor¢do do complexo Ni(IV)-DMG (pH = 9,0) obtidos pelo Método das
Varia¢des Continuas.

3.2.2. Estudo da cinética da reagao

O reagente persulfato de potassio (PER) € um agente oxidante forte
que foi empregado para acelerar o desenvolvimento da reagdo. Desta forma, foi feito
um teste na bancada para averiguar esse processo. O resultado mostrou que
quando foi adicionado o reagente PER, rapidamente a solugdo ficou colorida
(FIGURA 3.6 A). Entretanto, quando o teste foi realizado na auséncia deste
reagente, a coloragéo da solugao foi observada apds um intervalo de tempo de doze
minutos. Isto evidenciou o quanto a cinética da reacdo é lenta, quando nao foi
empregado agente oxidante. Segundo a literatura, o uso do oxidante ndo tem efeito
sobre a cor do composto formado %2, portando n&o deve afetar a faixa de absorcédo

de radiagao eletromagnética do composto.
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FIGURA 3.6. Mudanga de cor em relagdo a propor¢édo Ni(IV)-DMG com o emprego do Método das
Variagbes Continuas (FIGURA 3.5). A: proporgéo 1:2 — cor obtida apds formagéo do complexo Ni(IV)-
DMG (pH=9,11); B: cor obtida pelas propor¢des representadas pelos espectros de absor¢éo de cores
preta, azul e vermelha mostrados na FIGURA 3.5 (pH=6,82); C: auséncia de cor representada pelas
demais proporg¢des que ndo apresentaram absorgéo (pH=3,94).

A cinética da reagdo também foi avaliada quando foi empregada a
estratégia de parada de fluxo. A FIGURA 3.7 mostra o registro de sinal obtido com a
bomba peristaltica em funcionamento, vazdo de 1,0 mL min-!, e quando o fluxo foi
interrompido com a parada da bomba peristaltica. Observa-se que o maximo do
registro obtido com a bomba peristaltica em movimento ocorreu em um intervalo de
tempo em torno de 60 s. Com a parada de fluxo, pode-se estimar que o maximo de
sinal foi alcangado em um intervalo de tempo de 100 s.
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FIGURA 3.7. Estudo da cinética da reagéo para a formagao do complexo Ni (IV)-DMG

3.2.3. Sistema em fluxo — Primeira configuragao

3.2.3.1. Efeito do tempo para inser¢cdo da amostra

O tempo de acionamento da valvula solenoide para inserir o volume da
amostra no percurso analitico foi avaliado em 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 s. O estudo foi
realizado com duas solugbes padrao de niquel com concentracées de 0,5 e 1,0
mg L' e os resultados estdo dispostos na FIGURA 3.8. Enquanto o tempo de
insercdo da amostra era otimizado, os demais tempos de acionamento das valvulas

para inserir os demais reagentes foram fixados em 1,0 s.
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FIGURA 3.8. Estudo do tempo de inser¢do da amostra.

Uma andlise qualitativa das curvas mostradas na FIGURA 3.8 percebe-
se que as curvas referentes aos intervalos de tempo de 1,0 e 2,0 s sdo paralelas,
portanto, as duas condi¢cdes fornecem a mesma sensibilidade. Observa-se que o
diferencial entre estas curvas € sinal do branco, que € maior para o tempo de 1,0 s.
Os experimentos foram realizados mantendo a vazado da bomba constante (17 pL s
1), portanto, o volume de cada aliquota da amostra inserido passou de 17 para 34
ML, causando diluicdo do reagente, o que resultou no decréscimo do sinal do branco.
Os resultados mostrados na TABELA 3.1 corroboram com esta argumentagéo.
Entao, tomando-se a sensibilidade como critério de avaliagao, o tempo de 1,0 s foi

selecionado.

TABELA 3.1. Resultado obtido com o tempo de insergdo da amostra mostrado na FIGURA 3.8.

Temeo do neesdo da  Cosfiote nguar  Goailonte e cauacdo daret
0,25 0,1346 0,9989 *A =0,0617 + 0,1346.C nigv)
0,5 0,1212 0,9950 A =0,0489 + 0,1212.C niqv)
1,0 0,1498 0,9969 A =0,0446 + 0,1498.C niqv)
2,0 0,1453 0,9979 A =0,0132 + 0,1453.C niqv)

*Absorbancia
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3.2.3.2. Efeito da variagao dos tempos de inser¢cdao dos reagentes
TEA, PER e DMG

Os tempos de acionamento das valvulas solenoide para inserir os
reagentes TEA, PER e DMG foram estabelecidos em 0,5; 1,0 e 1,5 s. Foi adotado o
mesmo procedimento do estudo do tempo de inser¢ao da amostra, ou seja, variando
para uma solugdo de reagente de cada vez, mantendo os demais em 1,0 s. Os
resultados obtidos s&o mostrados nas FIGURAS 3.9, 3.10 e 3.11.
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FIGURA 3.9. Efeito da variagdo do tempo de insergéo de TEA.

As curvas da FIGURA 3.9 mostram uma boa linearidade e indicam que
o volume da solugdo de TEA ndo tem efeito significativo na magnitude do sinal
gerado. Entretanto, ha um fato a ser considerado: o volume das aliquotas da solugéo
de TEA variou de 8,5 a 25,5 uL, entretanto, a curva relacionada ao volume de
aliquota de 8,5 pL apresentou menor inclinagao. Considerando o efeito de diluigdo

esperado, ela deveria estar em posicao superior. Outro dado importante € que a
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curva relacionada as aliquotas com volume de 25,5 uL apresenta uma inclinagao
intermediaria, quando seria esperado uma menor inclinagcao devido ao efeito de
diluicdo. Entretanto, do ponto vista pratico, o efeito ndo é significativo. Portanto foi
selecionado para os experimentos seguintes o intervalo de tempo de 1,0 s (17 pL)
para insercdo do volume da solugdo mascarante inserido em cada ciclo de

amostragem.
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FIGURA 3.10. Efeito da variagédo do tempo de insergéo de PER.

Conforme escrito na FIGURA 3.10, foram estabelecidos os intervalos
de tempo de 0,5 1,0 e 1,5 s para inser¢gao da solugado de persulfato de potassio,
portanto, analogamente, os volumes da solugdo inseridos por ciclo de amostragem
foram 8,5, 17 e 25,5 pL. Considerando a inclinagdo das curvas analiticas como
parametro, verifica-se que a melhor resposta foi obtida quando aliquota inserida foi
17 uL. A presenca do oxidante no meio reacional afeta a cinética da reagao, entao

possivelmente o emprego do volume de 8,5 pL prejudicou o desenvolvimento da
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reacao, enquanto que para o volume de 25,5 yL pode ter ocorrido efeito de diluigao.
Considerando estes resultados, o intervalo de tempo de 1,0 s foi selecionado.

Experimentos similares foram realizados programando intervalos de
tempo de 0,5; 1,0 e 1,5 s para inser¢céo da solugdo de DMG, e os resultados s&o
mostrados na FIGURA 3.11.
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FIGURA 3.11. Efeito da variacdo do tempo de inser¢do de DMG.

Ao analisar a FIGURA 3.11, observa-se um comportamento
semelhante ao observado na FIGURA 3.10. Tomando a inclinagado da curva analitica
como parametro, o melhor resultado foi obtido com tempo de 1,0 s, o qual
corresponde a insercdo de um volume de 17 pL. Isto mostra que se fossem
empregados tempos maiores, o reagente DMG seria adicionado em excesso, € ndo
resultaria em ganho de sinal. Os valores numéricos relacionados com as curvas
analiticas das FIGURAS 3.9, 3.10 e 3.11 sdo mostrados na TABELA 3.2, onde se
observa que em todos os casos a melhor resposta foi obtida quando o intervalo de

tempo para inserir a aliquota da solugao foi de 1,0 s.
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TABELA 3.2. Resultado obtido com a otimizagdo do tempo de insercdo dos reagentes TEA, PER e
DMG, representados pelas FIGURAS 3.9, 3.10 e 3.11, respectivamente.

Coeficiente angular Coeficiente de correlagao (r)
Tempo insergao (s)
TEA PER DMG TEA PER DMG
0,5 0,1722 0,1402 0,1401 0,9973 0,9981 0,9972
1,0 0,1895 0,1768 0,1610 0,9982 0,9994 0,9997
1,5 0,1893 0,1354 0,1439 0,9978 0,9998 0,9996

Estabelecidas estas condigbes operacionais, um novo conjunto de
solugdes e padrées com concentragdo na faixa de 0,25 a 2,0 mg L' Ni (Il) foram
preparados e processados, visando avaliar a resposta do sistema como um todo. O
resultado obtido € mostrado na FIGURA 3.12.
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FIGURA 3.12. Curva analitica obtida apés otimizagéo do sistema representado pela FIGURA 3.3.
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Como pode ser visto na FIGURA 3.12, a curva analitica obtida mostrou
uma boa sensibilidade e uma boa linearidade na faixa de 0,25 a 2,0 mg L' Ni (ll).
Para averiguar a precisao e a estabilidade do sistema, onde se inclui o médulo de
analises, o fotbmetro e o desenvolvimento da reacéo, foi feito teste de repetibilidade
com as solugdes do branco e a solugdo padriao de 0,75 mg L' Ni (Il), com dez

repeticdes para ambos, cujo resultado é mostrado na FIGURA 3.13.
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FIGURA 3.13. Registro dos sinais transientes do teste de estabilidade. Primeiro conjunto de registros
a esquerda corresponde aos sinais gerados com o branco e outro conjunto corresponde aos sinais
gerados com solugdo padrao 0,75 mg L' Ni (II).

A partir dos resultados discutidos até o presente, foram obtidas as

caracteristicas analiticas do sistema proposto, apresentadas na TABELA 3.3.
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Tabela 3.3. Caracteristicas analiticas do primeiro procedimento empregado para determinacdo de Ni
(I1) em digeridos de plantas medicinais.

CARACTERISTICAS ANALITICAS

Faixa linear (mg L' Ni (II)) 0,25-2,0

Equacso da reta A=0,0119 + 0,3145.C niqv) (r =0,9991)

Limite de detecgéo (mg L™ Ni (11)), critério (30) 0,012
Limite de quantificagdo (mg L™ Ni (11)) 0,038
Coeficiente de variagéo (%) 3,5(n=10)
Consumo dos reagentes (mg)* 0,02; 0,03 e 0,91
Frequiéncia de amostragem (h™") 28

*TEA, PER e DMG, respectivamente.

3.2.4. Sistema em fluxo — Segunda configuragao

Apesar do sistema descrito na FIGURA 3.3 ter apresentado um bom
desempenho, a sua configuragao foi modificada a fim de obter uma melhor resposta
em termos de frequéncia de amostragem. Dessa forma, para o segundo moédulo de

analises (FIGURA 3.4) foram mantidas as mesmas condigbes de trabalho.

3.2.4.1. Influéncia do niumero de ciclos para inser¢cao da amostra

Nesta abordagem, cada ciclo corresponde a um pulso de tensao
aplicado a minibomba solenoide. O estudo foi realizado programando o computador

para variar de 1 a 5 o numero de ciclos de insercdo de uma solugdo com



69

concentragdo de 0,5 mg L' de Ni (II), mantendo um ciclo de insergdo para as outras

solucdes.

- .
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FIGURA 3.14. Efeito da variagdo do numero de ciclo de amostra.

O resultado mostrado na FIGURA 3.14 indica valor maximo para 2 e 3
ciclos de inser¢gdo da amostra, que corresponde aos volumes de 80 e 120 L, visto
que a minibomba solenoide usada liberava 40 uL por ciclo de inser¢do. Podemos
atribuir o decréscimo de sinal para volumes maiores a dois possiveis efeitos: falta de
reagente e/ou mistura incompleta. Quando era aplicado 4 ciclos de insergéo da
solugdo da amostra, o volume inserido era de 160 pL. O reator empregado possuia
diametro interno de 0,8 mm, portanto, a aliquota da solugdo ocupava um espacgo do
reator de 326 mm, que era praticamente um terco do mesmo. No processo de
multicomutacdo a mistura entre as aliquotas das solu¢gées da amostra e do reagente
ocorre por difusdo a partir da interface de contato, portanto, quando a aliquota da
solugdo ocupa um espaco muito longo, o reagente pode nao se distribuir em toda
extensdo da amostra, causando decréscimo do sinal monitorado. Baseando-se
nestes argumentos, foram selecionados trés ciclos de inser¢cdo da amostra (e do
reagente TEA) por ciclo de amostragem, mantendo para as solugdes dos demais

reagentes um ciclo de insergéo por ciclo de amostragem.
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3.2.4.2. Influéncia do numero de ciclos de amostragem

O ciclo de amostragem foi definido como uma sequéncia de eventos
em que € inserida uma aliquota da amostra e uma aliquota de cada uma das
solugdes de reagentes. A partir dos experimentos descritos no item anterior, foi
estabelecido que um ciclo de amostragem compreendia trés ciclos de insergao da
amostra e um ciclo de insercdo de cada uma das solugdes de reagentes. Em
sistemas de analises em fluxo o volume da zona da amostra afeta a magnitude do
sinal gerado, portanto este € um parametro que deve ser investigado. No médulo de
analises proposto, o volume da zona da amostra pode ser aumentado com o
aumento o numero de ciclos de amostragem. Visando estabelecer a condi¢do de
trabalho mais apropriada, experimentos foram realizados com 5, 10, 15 e 20
numeros de ciclos de amostragem, mas mantendo fixos trés ciclos de inser¢éo da
amostra e do reagente TEA e um ciclo de insergdo para cada solugédo de reagentes
PER e DMG. O resultado é mostrado na FIGURA 3.15.
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FIGURA 3.15. Efeito da variagdo do numero de ciclos de amostragem.
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De acordo com a FIGURA 3.15, observa-se que entre 5 a 10 ciclos de
amostragem ocorreu um pequeno ganho de sinal, o qual foi mantido praticamente
constante para os demais. A bobina de reagdo tem um volume interno de 500 L, o
caminho Optico da cela de fluxo tem um volume de 115 uL, entdo a soma dos
volumes das conexdes daria um volume de aproximadamente 100 uL, portanto, o
volume estimado do percurso analitico seria de 715 pL. Em cada ciclo de
amostragem era inserido um volume 240 uL, portanto, quando era aplicado cinco
ciclos de amostragem, era inserido um volume de 1200 uL. Este fendmeno é
conhecido em sistemas de andlises em fluxo, pois quando o volume da zona da
amostra supera o volume do percurso analitico, a dispersdo nao tem efeito
significativo, entdo o aumento da zona da amostra ndo resulta em aumento do sinal
gerado. Neste caso, consideramos o volume da cela de fluxo, pois ele é grande
suficiente para atuar na dispersdo, o que em geral € desprezivel quando o volume
da cela de fluxo € muito menor que o do percurso analitico.

Adicionalmente, o coeficiente angular variou de 0,2989 para 0,3305
quando foram empregados 5 e 10 ciclos, respectivamente, mas uma diferenga nao
significativa foi observada quando o numero de ciclos foi variado de 10 para 15 (de
0,3305 para 0,3404). Quando mais 5 ciclos foram adicionados, totalizando em 20, o
coeficiente decresceu para 0,3301. Estes resultados demonstram um
comportamento semelhante ao esperado na condicdo de volume infinito, em que o
aumento do volume da zona da amostra ndo causa aumento do percurso analitico.
Desta forma, dez ciclos foram suficientes para obter o resultado esperado com

sensibilidade suficiente para dar prosseguimento ao estudo.

3.2.4.3. Influéncia da concentragcao dos reagentes DMG e PER

Nos estudos anteriores obtidos com o primeiro sistema para
determinagao do niquel, os reagentes foram otimizados por tempo de insergdo no
percurso analitico. Nesta nova configuragdo, as minibombas solenoide inseriam as
aliquotas das solugbes no percurso analitico controlando o numero de pulsos
elétricos aplicados as mesmas. Entdo, foram avaliados a variagao de concentracao
de 0,5; 1,0 e 1,5 % de DMG e 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 % de PER. Para insercéo da
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amostra e do reagente TEA, foram fixados 3 pulsos e para as solugbes dos
reagentes DMG e PER, foi programado 1 pulso (ciclo de inser¢gdo) para as
minibombas usadas para manipular a insercao destas solugdes. Os resultados sao
mostrados nas FIGURAS 3.16 e 3.17 e nas TABELAS 3.4 e 3.5.
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FIGURA 3.16. Efeito da variagao da concentragdo de DMG.

TABELA 3.4 - Resultado obtido com a variagdo da concentragdo de DMG mostrado na FIGURA 3.16.

Concl:)?\?gagéo de Coeficie_nt_e_ angular Coeficien~te de Equagdo da reta
(%) (sensibilidade) correlagao (r)
0,5 0,2823 0,9999 A =-0,0008 + 0,2823.C niqv)
1,0 0,3101 0,9999 A =-0,0017 + 0,3101.C niqv)
1,5 0,3147 0,9999 A =0,0014 +0,3147.C nigv)

As curvas obtidas na FIGURA 3.16 e os resultados dispostos na
TABELA 3.4 mostram que nao ha diferenca significativa da sensibilidade quando

empregadas as concentragdes de 1,0 e 1,5%. Entretanto, ha um leve acréscimo
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entre as concentracdes de 0,5 e 1,0%. Dessa forma, foi estabelecida a concentracao
de 1,0 % de DMG, sendo suficiente para complexar o metal.

Ao analisar as curvas referentes as concentragoes de PER, verifica-se
que nao ha diferenca significativa entre as curvas relacionadas as concentragdes 5,0
e 6,0 %, como pode ser observado na FIGURA 3.17. Experimentos iniciais
demonstraram que o persulfato de potassio melhora a cinética da reacado de
formacdo do complexo, entdo é possivel que uma menor concentragao deste
reagente nao contribuiu com a cinética necessaria para o desenvolvimento da
reacao no tempo de residéncia da amostra no percurso analitico do moédulo de

analises. Baseado neste resultado a concentracado de 5 % foi selecionada.
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FIGURA 3.17. Efeito da variagao da concentragdo de PER.

TABELA 3.5 - Resultado obtido com a variagdo da concentragdo de PER mostrado na FIGURA 3.17.

Congonraglode Coaflonts snguar  Cosfcetado cauagdo da ea
3,0 0,1977 0,9987 A =0,0061 + 0,1977.C niqv)
4,0 0,2829 0,9999 A =0,0079 + 0,2829.C niqv)
5,0 0,3054 0,9999 A =-0,0033 + 0,3054.C niqv)

6,0 0,3116 0,9994 A =-0,0071 +0,3116.C nigv)
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3.2.5. Desempenho do sistema proposto

Uma vez definido os paradmetros experimentais discutidos nos itens
precedentes, foi verificado o desempenho global do sistema proposto. Para isto, um
conjunto de solugbes de referéncias foi processado e o resultado € mostrado na
FIGURA 3.18.
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FIGURA 3.18. Curva analitica do complexo Ni 2* - DMG

O desempenho global do sistema proposto € fungado da resposta do
fotbmetro, do modulo de analises, do software de controle e aquisicao e do
procedimento analitico. Individualmente, todos responderam de forma adequada. A
curva mostrada na FIGURA 3.18 é o coroamento dessa etapa do trabalho, pois
apresentou otima correlagdo linear e sensibilidade para determinar niquel em
digeridos de material vegetal. As caracteristicas analiticas do sistema estédo
descritas na TABELA 3.5.
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Tabela 3.62. Caracteristicas analiticas do procedimento proposto para determinagdo de Ni(lV) em
digeridos de plantas medicinais com o novo sistema.

CARACTERISTICAS ANALITICAS

Faixa linear (mg L™ Ni (IV)) 0,13-2,0

Equagédo da reta
A=-0,0085 + 0,3190.C nigv) (r=0,9996)

Limite de detecgdo (mg L™ Ni (IV)), critério (30) 0.04

Limite de quantificagdo (mg L™ Ni (V) 014

Coeficiente de variagéo (%) 1.9257 (n=10)
) n=

Consumo dos trés reagentes (mg)* 2 40: 2.00 & 0.40
,40; 2,00 e 0,

Frequéncia de amostragem (h™") 42

*TEA, PER e DMG, respectivamente. Todos por determinagao.

3.3. Conclusao

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que os
dois procedimentos analiticos desenvolvidos neste estudo sao apropriados para a
determinacdo de niquel em digeridos de material vegetal. Além disso, atenderam
aos conceitos preconizados pela Quimica Limpa, consumindo reduzida quantidade
de reagentes, diminuindo também o volume de efluente gerado. Quanto ao segundo
modulo de analises, observa-se que o mesmo apresentou uma frequéncia de
amostragem 1,5 vezes maior que o primeiro. Alem disso, emprega dispositivos para

propulsao de fluido de menor custo.
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CAPITULO 4

—————————————————))

Conclusao
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4. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que os métodos empregados para
determinacgao de Al (Ill) em solugbes destinadas para tratamento de hemodialise e
Ni (II) em digeridos de plantas sdo eficazes e com sensibilidade suficiente. Além
disto, houve uma minima geracédo do volume de efluentes, ou seja, atenderam aos

conceitos preconizados pela Quimica Limpa.

Os sistemas desenvolvidos apresentaram excelente desempenho,
como estabilidade, baixo ruido, pouco consumo de solugdes e um bom

gerenciamento das mesmas.
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