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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE ESTRATEGIAS PARA A DETERMINACAO
ESPECTROFOTOMETRICA SEQUENCIAL EM FLUXO DE Co E Mn

Neste trabalho desenvolveu-se um método cinético-espectrofotométrico
visando a determinagdo sequencial de Co e Mn em amostras farmacéuticas. O método
foi baseado no efeito catalitico dos analitos na reacdo de oxidacdo do Tiron (3,5
dihidroxi-1,3-acido benzenossulfénico-sal dissédico monohidratado
[(HO),CsH2(SO3Na),.H,0]) pelo H,O, em meio basico. No caso do Mn foi empregado o
reagente ativador 2,2-bipiridina para a efetiva catalise. O sistema FIA foi elaborado com
base nas propriedades cataliticas de cada analito na reacdo indicadora. Foram
realizados dois planejamentos fatoriais, inicialmente um fracionario 2°° e depois um 23,
para triagem das variaveis, seguido de um 2 + ponto central + estrela para a devida
otimizagéo das mesmas no sistema em fluxo. Planejamentos fatoriais fracionarios 2
foram realizados para o estudo de possiveis interferentes para Co e Mn; e
posteriormente, a porcentagem de interferéncia foi descrita através de modelos
matematicos construidos a partir de planejamentos do tipo fatorial + ponto central +
estrela. As amostras farmacéuticas foram digeridas com HNO3 concentrado em bloco
digestor. Para avaliar a exatiddo do método desenvolvido, as amostras (n=3) foram
analisadas por FS-FAAS e a partir das concentracdes obtidas, estas foram diluidas para
posterior analise no método desenvolvido. Os limites de deteccao e quantificacdo para
FS-FAAS foram 3,9 e 13,2 pg L* para Co, 110,0 e 366,0 pg L* para Mn,
respectivamente. No caso do método desenvolvido, os limites de deteccdo e
quantificagdo foram 0,055 e 0,18 pg L™* para Co, 9,76 e 32,5 pug L* para Mn,
respectivamente. A comparacdo entre os dois métodos foi realizada através do teste-t
pareado. No caso do Co, ao nivel de confianca 99% os valores nao diferiram
estatisticamente. Ja para o Mn os valores de concentracdo obtidos também foram
concordantes entre si, apesar deste fato ndo poder ser comprovado estatisticamente
devido a diferenca de desvios-padrdo dos dois métodos. A repetibilidade foi de 3,2%

para Co e 8,0% para Mn. A frequéncia de amostragem foi de 25 amostras h™.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF FLOW ANALYSIS SPECTROPHOTOMETRIC STRATEGIES FOR
SEQUENTIAL DETERMINATION OF Co AND Mn

In this study a kinetic-spectrophotometric method was developed for
sequential determination of Co and Mn in pharmaceutical samples. The method was
based on the catalytic effect of the analytes in the oxidation reaction of Tiron by H,0; in
basic medium. In the case of Mn it was employed the activator reagent 2,2-bipyridine to
effective catalysis. The FIA system was projected taking into account the catalytic
properties of each analyte in the indicator reaction. Two factorial designs were applied,
initially, a fractionary factorial design 2% followed by a complete factorial design 23 to
select the important variables, and then a factorial design 2 + central point + star for
optimizing of FIA system. Fractionary factorial designs 2”2 were applied in the study of
possible interferents for Co and Mn. The main interferents were mathematically
described using factorial + central point + star designs. The pharmaceutical samples
were digested by concentrated HNO3 in digestor block. To evaluate the accuracy of the
developed method, samples (n=3) were analyzed by FS-FAAS and based on the
determination concentrations, these were diluted to posterior analysis aplyingby the
developed method. Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) for FS-FAAS
were 3.9 and 13.2 pg L™* for Co; 110.0 and 366.0 pug L™ for Mn, respectively. To
developed method the LOD and LOQ were 0.055 and 0.18 pg L™ for Co, 9.76 and 32.5
pg L™ for Mn, respectively. Comparison between the two methods was evaluated by
paired t-test. At 99% confidence level, the values did not differ statistically for Co.
However, for Mn, the concentration values agreed but this data cannot be statistically
confirmed due to differences of standard deviations of the two methods. The
repeatability was 3.2% for Co and 8.0% for Mn. The sampling frequency was 25

samples h™.
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Capitulo 1

INTRODUCAO



Introducdo 2

1 Introducéo

Os métodos espectrofotométricos apresentam uma boa sensibilidade para
a determinacdo de diversos elementos e compostos [1]. A combinacdo destes métodos
com a andlise em fluxo FA (do inglés, Flow Analysis) [2] representa uma alternativa
simples e atrativa em quimica analitica. Os sistemas em fluxo configuram-se pela sua
simplicidade, onde é requerido apenas um sistema para propulsdo (tipicamente uma
bomba peristaltica), um injetor comutador para introducdo de brancos, padrbes e
amostras e um detector [3].

As figuras de mérito (por exemplo, limites de deteccdo e quantificacao)
com a utilizacdo de FA e espectrofotometria sdo tdo vantajosas quanto aquelas obtidas
por técnicas instrumentais mais sofisticadas, tais como, FAAS (do inglés, Flame Atomic
Absorption Spectrometry) e GFAAS (do inglés, Graphite Furnace AAS) [4]. Entretanto, a
combinacdo FA e espectrofotometria é utilizada para determinagdes monoelementares
com a identificacdo de muitas aplicacdes na literatura cientifica [5 - 7]. Diante deste
contexto a aplicacdo da FA e espectrofotometria para a determinacdo sequencial de
elementos pode representar um ganho substancial em frequéncia analitica e
sensibilidade [8]. Este procedimento pode aproveitar o aspecto de que alguns
reagentes apresentam uma baixa seletividade em reacdes espectrofotométricas. Além
das vantagens descritas, os sistemas em fluxo acoplados a espectrofotometros podem
ser de grande valia em estudos de especiacao.

Assim, este trabalho trata da proposicdo de estratégias para a
determinacao cinético-espectrofotométrica sequencial, em comprimento de onda fixo,
de Co e Mn, através de um método catalitico, no qual esses metais catalisam a reacao

entre o Tiron e o H,O, em meio basico.
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2 Objetivo

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento e aplicacdo de um método
analitico em fluxo para a determinacédo cinético-espectrofotométrica sequencial de Co e
Mn, em amostras farmacéuticas, empregando a reacéo de oxidagao do Tiron pelo H,O;

em meio basico.
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3 Revisdao Bibliogréfica

3.1 Analise por injecdo em fluxo e sua utilizacdo no estudo de
aspectos cinéticos

Uma analise quimica ideal seria aquela na qual o método utilizado fosse
multicomponente, simples, rapido, com baixo custo, sensivel, com um reduzido
consumo de reagentes e consequente minimizacdo de residuos. Embora, nem sempre
seja possivel aliar todas as caracteristicas descritas anteriormente em um s6 método
analitico, grande parte destas pode ser conseguida quando utiliza-se a FA acoplada a
outras técnicas instrumentais.

Além da implantagdo de um sistema em fluxo exigir baixo investimento
financeiro e a técnica possuir instrumentacdo simples, 0 seu uso permite um reduzido
consumo de reagentes, alta frequéncia de amostragem, menor manuseio da amostra,
possibilidade do uso de diferentes tipos de detectores, alta reprodutibilidade e boa
precisdo das analises [3, 9-10]. A utilizacdo de técnicas acopladas a FA tem diversas
aplicacdes em analise quimica quantitativa devido a sua grande versatilidade [3].

Anélise em fluxo é um termo geral para todas as analises que se baseiam
na introducdo e processamento de amostras em um meio fluido. J4 a analise por
injecdo em fluxo FIA (do inglés, Flow Injection Analysis) € um tipo de FA que segundo a
classificacdo da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), € uma
analise com amostragem intermitente, por meio de injecdo da amostra em um fluxo
nao-segmentado [11]. A técnica de FIA € baseada na injecdo de uma amostra liquida
em um fluxo carregador continuo, que é constituido por um fluido adequado a cada
sistema. A amostra injetada forma uma zona dispersa que passara por uma célula em
fluxo onde um detector medira continuamente o parametro fisico ou quimico desejado.
Geralmente, a propulsdo dos liquidos é realizada através de uma bomba peristaltica em
tubos de polietileno com didametro reduzido [9].

A Figura 3.1.1 mostra um exemplo geral de um sistema FIA, composto por

uma bomba (B) para propulsao do carregador, um injetor (I) e um sistema de deteccao

(D).
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FIGURA 3.1.1 - Configuragéo geral de um sistema em fluxo. C: solug&o transportadora;
B: bomba peristéltica; I: Injetor; S: amostra; Bi: reator; D: detector; e W: descarte. Esta

figura foi adaptada da referéncia [9].

Sistemas em fluxo sdo muito utilizados para estudos cinéticos, pois o
processo de mistura e o tempo de reacao sao facilmente controlados pela temperatura,
vazbes e volume de amostra; nestes sistemas, amostras e reagentes sao misturados
numa taxa governada pela dinamica de transferéncia radial de massa e disperséao axial.
Além disso, sistemas FIA associam dinamicamente processos fisicos aos quimicos,
sendo que esses processos estdo em evolucdo quando as medidas estdo sendo
realizadas. Portanto, a analise por injecdo em fluxo traduz processos cinéticos em
forma de sinais [9].

Para o estudo da cinética de algumas reacdes realizadas em sistemas em
fluxo, pode ser necessaria a interrupcédo do fluxo (stopped-flow) para que o tempo de
residéncia da amostra seja maior, ou seja, pode ser requerido um tempo maior para que
a reacao ocorra [12].

O stopped-flow aumenta a sensibilidade do método, como descrito em
alguns trabalhos na literatura [13-17], além de diminuir a dispersdo no sistema e

conduzir a um menor consumo de reagentes [9, 17].

3.2 Andlise multicomponente simultdanea ou sequencial por

espectrofotometria de absorgcédo molecular UV-Vis
A espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do ultravioleta-
visivel (UV-vis) é uma das técnicas analiticas mais amplamente utilizadas por ser

robusta, versatil, possuir instrumentacdo simples e de baixo custo, além de ter a
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vantagem de instrumentos que operam em batelada serem facilmente transformados
em instrumentos de operacéo em fluxo [3,18].

Em um espectrofotdmetro de feixe simples, a radiacdo proveniente de
uma fonte passa pelo monocromador, sendo, entdo, separada em pequenos intervalos
de comprimento de onda; em seguida passa pela amostra e segue para o detector,
onde a intensidade incidente é medida e comparada com a energia radiante que chega
no detector quando a referéncia (um branco, um solvente, ou ainda um reagente) esta
na célula [19].

A analise multicomponente por espectrofotometria UV-Vis através de
reagentes cromogénicos é geralmente realizada por meio de reagentes seletivos, ou
seja, especificos para um determinado componente; ou ainda separando-se 0sS
componentes de interesse na amostra dos possiveis interferentes. No entanto, nem
sempre € possivel a utilizacdo de um reagente seletivo para cada componente de
interesse, pois além dos processos de separacdo serem, normalmente, muito
laboriosos, estes consomem um tempo relativamente longo no processo analitico. Por
isso, as analises multicomponentes por espectrofotometria UV-Vis limitam-se a dois ou
poucos componentes em uma mesma mistura, utilizando para isto, bandas isoladas de
absorcao caracteristicas [20]. Portanto, a grande maioria dos trabalhos na literatura que
relatam determinacdes simultdneas de metais com deteccdo espectrofotométrica
utilizam a técnica de espectrofotometria por varredura espectral para a determinacao
desses componentes, [9, 21-22] sendo que dentro dessa gama de trabalhos, grande
parte faz uso da quimiometria (area da quimica que utiliza métodos matematicos e
estatisticos para a resolucdo de problemas quimicos) [23] para o tratamento de dados,
gue geralmente sdo extensos e complexos, neste caso.

Por exemplo, GAO e REN [24] realizaram a determinacdo simultanea de
Mn (1), Zn (II) e Co (I) em misturas sintéticas utilizando-se o 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-
dietilaminofenol (5-Br-PADAP) e brometo de cetil-piridinio (CPB) como reagentes.
Espectros dos complexos formados foram adquiridos e registrados. Devido a
sobreposicdo de bandas nos espectros, o0s autores utilizaram ferramentas
guimiométricas no processamento e tratamento dos dados. Modelos de calibracéo
foram construidos utilizando-se as ferramentas Partial Least-Squares (PLS) e Kernel

Partial Least-Squares (KPLS) e para ambas os resultados foram satisfatorios.
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Para a andalise multicomponente simultdnea ou sequencial utilizando-se
espectrofotometria UV-Vis em comprimento de onda fixo € necessario o uso de
estratégias que possibilitem alcancar esse objetivo, tais como 0 uso de reagentes e
valores de pH seletivos para determinada espécie de interesse.

A complexacdo de ions metélicos com muitos reagentes cromogénicos,
especialmente aqueles que podem ser protonados, depende ndo sé da natureza e
concentracdo do ligante de interesse, como também do pH do meio reacional [25]. A
dependéncia do pH do meio reacional para a efetividade da complexacdo de ions
metalicos conduz a uma alternativa para a determinacao simultanea de metais através
da construcao de um gradiente de pH. Utilizando-se o mesmo agente complexante é
possivel determinar diferentes metais devido a formacédo de regides de diferentes
valores de pH.

O principio da injecdo em fluxo fornece meios simples de produzir o
gradiente de pH. Se o sistema nao for segmentado por ar, gradientes de pH sé&o
formados na interface carregador/amostra quando solucdes basicas sao injetadas em

um carregador acido, ou vice-versa [25], como representado na Figura 3.2.1.

Carregador> pH1> Amostra> pH2> Carregador

Fluxo

Figura 3.2.1 - Representacao da formacéo de gradiente de pH em FA. Os segmentos

pH1 e pH; representam solu¢des com diferentes valores de pH.

Trabalhos na literatura relatam o emprego do gradiente de pH na
determinacao simultanea de metais com deteccdo espectrofotométrica.

Em 1981, BETTERIDGE e FIELDS [25] realizaram a determinacéo
simultanea de Co (ll) e Mn (ll), Cu (II) e Ni (Il) na presenca de agente mascarante para
Co (I) em misturas binarias, na faixa de concentracdo em mg L™. O reagente ndo
seletivo 4-(P-piridilazo)resorcinol (PAR) foi utilizado no método desenvolvido, no qual
cada ion tem um valor de pH critico na complexacdo com o reagente PAR. Um sistema
de analise por injecdo em fluxo foi desenvolvido para a geracdo do gradiente de pH.

Foram obtidas curvas de pH em funcéo da absorbancia para as espécies estudadas.
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LIU et al. [26], aplicaram a técnica de gradiente de pH para a
determinacdo de Cu (ll) e Zn (ll) em amostras de cabelo de criangas utilizando um
sistema em fluxo, o reagente cromogénico Zincon e um unico espectrofotometro. Os
dois ions formam complexos azuis com Zincon. Entéo, foi escolhido um comprimento de
onda no qual as absorbancias para os dois complexos fossem equivalentes, sendo este
o de 606 nm. Zincon reage com Cu (ll) na faixa de pH 5-9,5 e Zn (ll) em pH 8-9,5. No
sistema elaborado, uma Unica injecdo produziu dois picos, no qual o primeiro refere-se
a soma dos dois metais e a altura do segundo pico equivale a concentracao de Cu
apenas. Portanto, por uma simples subtracdo do sinal do Cu, daquele equivalente a
soma dos dois, tem-se a absorbéancia referente ao Zn. A faixa linear para Zn (ll) foi de
0,4 — 12 pg mL™ e o limite de deteccéo foi 0,12 pg mL™; ja para Cu (Il) foi de 0,1 — 3,0
pug mL™* e o limite de deteccéo foi de 0,02 pg mL™.

No trabalho publicado por Zhao et al. [27], foi efetuada a determinacéo
simultanea de Fe (lll) e Zn (II) em amostras de cabelo humano através do gradiente de
pH estabelecido no sistema em fluxo. Os autores utilizaram o 5-Br-PADAP como
reagente cromogénico. Em solucdo com pH igual a 3, apenas o complexo de Fe é
formado, enquanto que em valor de pH igual a 7,5 tem-se a formacdo de ambos
complexos; deste modo a absorbancia do pico em valor de pH igual a 3 esta
relacionada a concentracdo de Fe e a absorbancia do sinal em valor de pH igual a 7,5
relaciona-se a soma da concentracédo de Fe e Zn; o que permitiu quantifica-los atraves
da subtracéo do sinal que corresponde ao complexo de Fe daquele que corresponde a

soma dos dois.

3.3 Métodos cinético-espectrofotomeétricos

De acordo com GERVASIO et al. [28], “com o advento das analises em
fluxo, métodos cataliticos vivenciaram uma rapida prosperidade visto que o tempo
preciso € inerente a esse tipo de método”.

A necessidade de baixos limites de deteccdo (LD) nas andlises levou ao
estudo e aperfeicoamento dos métodos cataliticos devido a sua grande sensibilidade
[29-30].
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Através de uma reacgdo catalitica é possivel quantificar o catalisador em
nivel de tracos e até ultra-tragcos com o aumento da taxa de reacdo [31]. Por serem
muito sensiveis, esses métodos tém sido aplicados para determinacdo de ions
metalicos; no entanto, ha o inconveniente problema de espécies com propriedades
quimicas semelhantes possuirem efeitos cataliticos similares. Entdo, apesar dos
métodos cataliticos apresentarem alta sensibilidade, geralmente sao pobres em
seletividade. Todavia, esse problema pode ser solucionado com o controle do pH do
meio reacional [25] e utilizacdo de ativadores quimicos [31], pois a atividade catalitica
das espécies depende desses fatores [21].

O primeiro trabalho envolvendo determinacdo de espécies com base no
seu efeito catalitico data de 1876, onde GUYARD [32], citado por MULLER [33],
descreveu a determinacao de V através de seu efeito catalitico na reacdo de oxidacao
da anilina por clorato de potassio. Desde entdo, diversos trabalhos envolvendo métodos
cinético-espectrofotométricos na determinacdo de ions metalicos vém sendo
publicados. Vale ressaltar que esse tipo de método é empregado, ndo sO para
determinacdo de espécies metalicas, mas também para determinacdo de compostos
organicos, como no trabalho de SAURINA e HERNANDEZ-CASSOU [16], no qual foi
desenvolvido um sistema para a determinacdo espectrofotométrica sequencial de
anilina e ciclohexilamina via stopped-flow; e também anions inorganicos, como no caso
dos trabalhos de ENSAFI e KAZEMZADEH [34], e de ZHI-QI et al. [35] nos quais foram
realizadas determinacbes de nitrito e nitrato utilizando as propriedades cataliticas
desses anions em determinadas reacfes, além do trabalho de URAISIN et al. [36], onde
os autores desenvolveram um sistema em fluxo com deteccao espectrofotométrica para
a determinacédo de quantidades- traco de brometo em agua do mar.

Em 1991, YAMANE e ISHIMIZU [37] propuseram um método cinético
utilizando “stopped-flow” para a determinacéo simultanea de Co (Il) e Ni (Il) em misturas
na faixa de concentracdo de sub-ppm. Neste método, Co e Ni tem efeito cinético
diferencial na reacdo de substituicdo de ligante nos complexos metélicos de 2-(5-
bromo-2-piridilazo)-5-(N-propil-N-sulfopropilamino)anilina  (PSAA) quando  estes
encontram-se com &cido nitrilotriacético no sistema em fluxo, a taxa de reacdo do
complexo Ni-PSAA é cerca de 100 vezes maior que a do Co-PSAA. A mudanca na

absorbancia devido a substituicdo do ligante foi monitorada em 580 nm em fun¢éo do
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tempo. O método apresentou uma frequéncia de amostragem de 20 h™ e foi aplicado
somente as misturas sintéticas contendo Co e Ni nas propor¢des de 1:12 até 10:1.

WANG e HE [38] propuseram um meétodo cinético-espectrofotométrico
para a determinacéo de Hg (ll) e Ag (I) baseado no efeito catalitico dos metais na taxa
de reacdo de substituicdo do ligante entre hexacianoferrato (I1), [Fe(CN)g]* e a,a’-
bipiridina, em meio acido a 90°C. A reacédo foi monitorada espectrofotometricamente a
536 nm via “stopped-flow” apés 100 e 200 s da injegdo da amostra. Foi realizado o
estudo da influéncia de ions concomitantes e constatado que Fe (IIl), Co (ll) e Zn (ll)
apresentaram pequena interferéncia. As curvas analiticas foram lineares entre 0-75 ng
mL™ para Hg (Il) e entre 0-64 ng mL™ para Ag (I) segundo os autores. No entanto esta
designacao é errdnea, pois levando-se em conta que os limites de detecc¢ao foram 0,5
ng mL* para Hg (1) e 1,0 ng mL™ para Ag (1), ndo se pode afirmar que a curva analitica
comega em zero. O método desenvolvido foi aplicado na determinagcéo de Hg (Il) e Ag
() em agua de abastecimento, aguas residuais e misturas sintéticas; e validado por
comparacao com valores obtidos por espectrometria de absorcao atémica AAS.

YE et al. [39] determinaram espectrofotometricamente Fe (lll), Ag (I) e Mn
(1) utilizando um sistema de analise em fluxo. O método aplicado teve como base o
efeito catalitico diferencial desses ions metéalicos na oxidacdo de Rodamina B (RB) pelo
periodato de potassio na presenca do reagente ativador 1,10-fenantrolina. Os trés ions
metéalicos foram determinados simultaneamente devido ao comportamento cinético
diferencial dos analitos frente a reacédo utilizada. As analises foram desenvolvidas via
stopped-flow e realizadas através do registro da diminuicdo da absorbancia em 555 nm.
Os autores utilizaram o filtro Kalman para o processamento dos dados cinéticos. O
método foi aplicado a amostras certificadas de ligas metalicas, e os valores encontrados
foram concordantes com os valores certificados.

TAVALLALI e MASSOUMI [40] fizeram a determinacdo simultanea de V
(V) e Fe (lll) sem prévia separacao dos analitos empregando um método baseado no
efeito catalitico dos metais na reacéo de oxidacao do indigo carmine por bromato. Essa
reacdo tem um periodo de inducéo, onde a absorbancia diminui em A=612nm devido a
descoloracdo da substancia indigo carmine. A taxa de descoloracdo € dependente da
concentracdo de V e independente da de Fe, ja a duracdo do periodo de inducéo é

proporcional a concentragédo de Fe e independente da de V. O método foi aplicado em
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amostras de vicalloy e petréleo néo refinado além de diversas misturas de solucdes-
padrdo. Os resultados obtidos foram comparados com dados de AAS, com satisfatoria
concordéancia entre 0S mesmos.

Em 1998, FUJIMOTO et al. [31] relataram o desenvolvimento de um
método cinético-espectrofotométrico para determinacéo de Co (ll) em concentragbes na
faixa de sub-nanogramas baseado no efeito catalitico deste ion na reacdo de
acoplamento oxidativo de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona com N-etil-N-(2-hidroxi-
3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina (DAOS) na presenca de perdxido de hidrogénio e
Tiron, sendo este Ultimo o reagente ativador para a catdlise de Co (ll). As
determinacdes foram realizadas a 525 nm. O método foi otimizado manualmente e
depois adaptado ao sistema em fluxo. O limite de deteccéo foi de 5 pg mL™ (sinal/ruido,
s/n=3) e a frequéncia de amostragem de 30 h™. A exatiddo do método foi avaliada
através da determinacdo de Co em amostra de pimenteira como material de referéncia.

Em 2004, SU et al. [17] determinaram Mn (lI) em &guas naturais,
empregando um método espectrofotométrico baseado no efeito catalitico desse ion na
reacao redox entre periodato de sédio e 4,4-bis(dimetilamino)-difenilmetano atravées de
um sistema de analise por injecdo em fluxo. Um intermediario instavel de coloracéo azul
foi monitorado a 602 nm. O “stopped-flow” foi empregado para melhorar a sensibilidade
do método. O limite de deteccdo foi de 0,073 pg L* com uma frequéncia de
amostragem de 60 h™. O RSD para a determinacéo de 10 pg L™ de Mn foi 0,5% (n=11).
A exatiddo do método foi realizada através da analise do material de referéncia
certificado (SLEW-2) e o mesmo foi aplicado em amostras de aguas naturais.

Em 2006, TESHIMA et al. [41] propuseram um método para determinacéo
espectrofotométrica simultanea de Cu (Il), Fe (lIl) e Zn (Il) em soro sanguineo de
animais. Para isso, utilizaram um espectrofotémetro de duplo feixe e uma célula em
fluxo multicompartimentada, a qual permitiu a determinacdo dos trés metais com uma
Unica injecdo. Os metais foram complexados com 2-(5-nitro-2-piridilazo)-5-[N-propil-N-
(3-sulfopropil)amino]fenol (nitro-PAPS), onde em pH 3,8 na presenca de pirofosfato
como agente mascarante para Fe, apenas o complexo de Cu é formado, os complexos
de Cu e Fe (Il) foram formados na presenca do agente redutor acido ascorbico no
mesmo pH e finalmente os trés complexos sdo formados com o nitro-PAPS em pH=8,6.

O sistema desenvolvido propiciou uma determinacdo seletiva e sensivel para cada
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metal determinado. O estudo de ions concomitantes mostrou que para a maioria dos
cations e anions analisados ndo houve interferéncia significativa nos niveis de 2 a 2000
mg L™ na determinacéo de 0,2 mg L™ de Cu, Fe e Zn; no entanto para V (V), Co (lI) e Ni
(I1) essas concentragdes foram menores. Os limites de detecgdo calculados foram 3,9
ug L™ 4,1 pg L™ e 4,0 ug L™ para Cu, Fe e Zn, respectivamente. O método apresentou-
se linear de 0,01-1,0 mg L™ para os trés metais. A frequéncia de amostragem foi de 20
amostras h™.

Em 2006, GERVASIO et al. [28] determinaram, simultaneamente, Mo (VI)
e W (VI) em ligas de aco utilizando um procedimento em fluxo com detecgéo
espectrofotométrica. O método empregado teve como base o efeito catalitico desses
ions na reacdo de oxidacdo do iodeto por peroxido de hidrogénio em meio acido. A
amostra foi duplamente injetada, formando duas regides, onde em uma delas foi
adicionado citrato como supressor da atividade catalitica do W (VI), gerando uma
discriminacdo cinética entre os analitos em questdo. Os autores empregaram uma
minicoluna de resina catibnica (AG50W-X8) como estratégia para eliminar espécies
potencialmente interferentes. O sistema permitiu a andlise de 70 amostras h™. O
método foi validado por comparacdo com a técnica de espectrometria de emissao
optica com plasma acoplado indutivamente ICP OES (do inglés, Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry).

Em 2007, SPHIGUN [42] et al. desenvolveram um método
espectrofotométrico para a analise de misturas binarias de Cu (Il) e Zn (ll) baseado na
separacao cinética dos analitos no sistema em fluxo proposto. O método utilizou dois
principios de FIA: monitorar a reacdo indicadora via stopped-flow e adquirir sinais
individuais através de duas zonas reacionais que chegam ao detector em tempos
diferentes. Nele, as medidas foram baseadas no diferente comportamento cinético na
reacdo de troca do ligante que ocorre entre complexos desses metais com 0 mesmo
reagente  cromogénico  (4-(2-piridilazo)-resorcinol ou  zincon e  &cidos
aminopolicarboxilicos). A razdo dos metais estudados na mistura ndo foi maior do que
1:5, e as determinacdes tiveram erro relativo menores que 5% e boa precisdo (RSD- do
inglés, Relative Standard Deviation < 10%, n= 6, P= 0.95), além de alta frequéncia de
amostragem (90 h™). O método foi aplicado na determinacdo de Cu e Zn em amostras

de vitaminas e complexos minerais.
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NI et al. [43] descreveram a determinacdo simultanea de Fe (lll) e Al (llI)
por um metodo espectrofotométrico baseada na cinética diferencial dos analitos com o
reagente Chrome Azurol S (CAS) em solucao-tampéo etilenodiamina/acido cloridrico
(pH 6,3) a 25°C. Os resultados foram interpretados com o auxilio da quimiometria
devido a sobreposicao de bandas nos espectros. Os autores estudaram o espectro do
complexo formado entre 540-750 nm, e curvas cinéticas foram adquiridas para a reagao
de complexacdo entre 15 e 285 segundos no comprimento de onda de absorcao
maxima. Modelos de calibracdo foram construidos com um conjunto de misturas
sintéticas com diferentes concentracdes dos analitos, e estes foram baseados nos
dados cinéticos e espectrais obtidos. Fez-se a comparacéo entre modelos construidos a
partir de diferentes ferramentas quimiométricas como N-way Partial Least Squares
(NPLS), Parallel Factor Analysis (PARAFAC), Back Propagation artificial Neural
Network (BP-ANN), Single Radial Basis Function-artificial Neural Network (SRBF-ANN),
and Principal Component Neural Network (PC-RBF-ANN), no entanto, estes né&o
apresentaram diferenca significativa. O método foi aplicado na determinacéo de Fe e Al

em cha, arroz e macarrao.

3.3.1 Reacdo indicadora

A reacdo catalisada pelo analito € denominada reacao indicadora e esta é
sempre termodinamicamente favoravel, o catalisador apenas facilita a conversdo dos
reagentes em produtos. Segundo MULLER [33] ha mais de 300 reacdes indicadoras
documentadas para a determinacdo de mais de 50 elementos e compostos.

O Co (Il) e o Mn (ll) exercem atividade catalitica em inUmeras reacoes e
estas vém sendo utilizadas como ferramenta analitica para a determinacdo dos
respectivos metais [17, 31, 44]. Para a determinacdo de Co, diversos reagentes sao
utilizados, como catecol, quinizarina, acido cromotrépico e seus derivados, galocianina
e pirocatecol violeta [29]. JA o0 Mn tem atividade catalitica nhas seguintes reacdes redox:
dioxima succinamida e oxigénio dissolvido, N,N-dimetil-p-fenilenodiamina, m-
fenilenodiamina e peréxido de hidrogénio, difenilcarbazona e oxigénio dissolvido, entre
outras [17].
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Neste trabalho de mestrado, a reacdo indicadora escolhida para o
desenvolvimento do método analitico é a reacdo de oxidacdo do Tiron, a qual €
altamente sensivel e pode ser utilizada para a determinacdo de quantidades traco
desses metais [14]. Esta reacdo foi proposta por BOGNAR [45] em 1961, no qual o
autor monitorou a reacao a 440 nm para a determinacao de Co.

A oxidacao do Tiron por um agente oxidante em meio basico é catalisada
por ions metalicos divalentes e produz um composto instavel de coloracdo amarela,

conforme a reagédo demonstrada na Figura 3.3.1.1.

O O
OH o
M (1l
2 +H,0, M) +2 H,0 — Produtos
0,5 SOy 0,S SOy

Tiron

Figura 3.3.1.1 - Reacdo de oxidacdo do Tiron catalisada por ions metalicos (M) de

valéncia 2+ [46].

Muitos trabalhos na literatura relataram o emprego dessa reagdo ha
determinacao de espécies metalicas.

OTTO et al. [47] estudaram o radical de Tiron como substancia indicadora
em determinacdes cataliticas de quantidades traco de metais. Neste trabalho, os
autores propuseram um mecanismo reacional para a reacdo de oxidacdo, onde
comprovaram gue a substancia indicadora é o radical semiquinona do Tiron, e ndo a o-
guinona como relatado anteriormente na literatura.

Em 1983, OTTO et al. [14] otimizaram um sistema para determinacdo de
tracos de Co (1) e Mn (1) pela catalise da oxidacédo do Tiron. O limite de deteccéo para
Co foi de 0,05 ng mL™, e para Mn, na presenca de 2,2-bipiridina como ativador, foi de
0,2ng mL™

Ainda em 1983, OTTO e WERNER [46] realizaram estudos mecanisticos
para a modelagem da reacédo indicadora Tiron-peroxido de hidrogénio catalisada por

ions metalicos.
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Em 1987, ISSHIKI e NAKAYAMA [29] determinaram Co (ll) em agua e
agua do mar, em quantidade ultra-traco, pela catalise da oxidacdo de Tiron por peroxido
de hidrogénio em meio basico. Os autores adaptaram o método proposto por BOGNAR
[45] a um sistema em fluxo. No sistema proposto, as concentracdes de Tiron e peréxido
de hidrogénio utilizadas foram 0,01 e 0,005 mol L™, respectivamente. O pH foi
determinado pelo uso de tampao carbonato. A frequéncia de amostragem foi de cerca
de 40 h™.

ARRUDA et al. [48] realizaram a determinacdo catalitica de Co (Il) em
figado bovino empregando a reagdo de oxidacdo do Tiron e um sistema em fluxo. No
sistema utilizado os reagentes foram previamente misturados no sistema em fluxo e, em
seguida, com a amostra. A curva analitica mostrou-se linear entre 0,00 e 2,00 ug L™; o
limite de deteccéo foi de 2 ng L™ de Co e a frequéncia de amostragem foi de 40 h™. A
exatiddo do método foi comprovada por GFAAS.

NOGUEIRA et al. [49] utilizaram um sistema em fluxo com detecgéo
espectrofotomeétrica, onde a reacdo de oxidacéo de Tiron por peroxido de hidrogénio foi
empregada para determinacdo de Co (Il) em fezes de bovinos e equinos. Neste
trabalho, os autores extrairam o Co da amostra de interesse utilizando-se &acido
cloridrico como solucdo extratora. O procedimento de extracdo apresentou-se como
uma boa alternativa a digestao nitro-perclorica devido a este ser bem mais rapido que a
digestdo. Os resultados obtidos indicaram que o método foi exato, preciso (RSD<1%) e
rapido (+ 65 determinacdes h™). O limite de deteccéo foi 0,2 pg L™ (n=3). Por todas as
vantagens descritas, o0 método péde ser usado em analises de rotina de Co em fezes
animais.

Em 1999, PEREIRA-FILHO e ARRUDA [50] desenvolveram um
mecanismo de digestdo de amostras de alimentos “online” utilizando radiagao
microondas e empregaram a reacao de oxidacao de Tiron por peroxido de hidrogénio
para a determinacdo de Co (ll) em amostras digeridas. As concentracdes de Tiron e
peréxido de hidrogénio utilizadas foram 1,8 x 10 e 3,0 x 10 mol L™, respectivamente.
O método proposto utilizou um sistema monossegmentado e apresentou-se linear de 10
a 200 ng L™ de Co, com limite de deteccdo de 1,7 ng L™. A exatiddo do método foi
confirmada pelo uso de amostras certificadas, além da comparacdo com ETAAS (do

inglés, Eletrothermal AAS).
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Por fim, em 2002, PEREIRA-FILHO et al. [51] desenvolveram um sistema
em fluxo monossegmentado utilizando a reacdo de oxidacdo de Tiron por peroxido de
hidrogénio em meio basico (pH=13), catalisada por Co (ll), para a determinacéo
residual de peroxido de hidrogénio em aguas de lavagem de garrafas plasticas. O
método mostrou-se extremamente sensivel, com limite de deteccdo de 19 pg L™. O
sistema desenvolvido possibilitou cerca de 100 determinacdes por hora, utilizando
apenas 0,53 ug de Tiron por determinacao.

Todos os trabalhos apresentados nesta parte efetuaram a determinacao

de Co e/ou Mn de forma monoelementar.

3.4 CoeMn

Os metais de interesse neste trabalho sédo o Co (Il) e o Mn (ll) devido a
importancia bioquimica desses no corpo humano.

O Co é absorvido pelo corpo humano como cobalto inorganico ou como
Co presente na vitamina Bi,. Este metal é imprescindivel na sintese da vitamina B, a
gual pode ser descrita como um grupo de corrinéides que contém Co, conhecidos como
cobalamina [53]. Esta vitamina é indispensavel ao organismo humano, pois participa na
sintese de DNA (DeoxyriboNucleic Acid), metabolismo do propionato além de prevenir e
controlar a anemia perniciosa [48]. Como ja implicito anteriormente, além da deficiéncia
de vitamina B;, ser a causadora da anemia perniciosa, esta pode causar lesbes
neuroldgicas, fadiga cronica, falta de resisténcia fisica, perda de sensibilidade e até
depressdo mental [54]. J& a ingestdo em excesso de Co por um longo periodo de
tempo pode causar doencas do coracdo [48]. Alimentos de origem animal, tais como
figado, ovos, leite e seus derivados sao boas fontes de Co [55].

Em bovinos sob condicdo de pastagem, a deficiéncia de Co é um
problema grave e ocorre com frequéncia, pois provoca a falta de apetite, perda de peso,
pélos arrepiados, anemia megaloblastica e até mesmo a morte em casos extremos [56].

Portanto, devido aos diversos problemas relacionados a deficiéncia de Co
em humanos e animais, torna-se importante a determinacdo desse metal em produtos

alimenticios, tecidos animais e farmacos que o contenha. Como a composicdo dos
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tecidos do corpo reflete a alimentagcdo de um animal, comumente utiliza-se o figado
para avaliar a concentracao de Co [57].

O Mn, bem como o Co, € um metal importante em processos bioquimicos,
pois é um constituinte das enzimas superoxido dismutase mitocondrial (SOD,
SuperOxide Dismutase) que é responsavel pela correta metabolizacdo dos radicais
livres nas mitocondrias. O aumento de radicais livres esta associado a deficiéncia de
SOD. Além disso, o Mn é importante na sintese do colesterol e de dopamina, a qual é
um importante neurotransmissor. Diversos sintomas estdo associados a deficiéncia de
Mn, sendo os mais importantes, a perda de peso, falta de resisténcia fisica,
metabolismo dos 0ssos e das cartilagens prejudicado, alteracdes da tolerancia a glicose
e da sintese de insulina além da reducéo da fertilidade. A deficiéncia de Mn parece
aumentar a suscetibilidade do organismo as crises convulsivas. Baixa concentracédo de
Mn causa importante diminuicdo das taxas de colesterol no sangue podendo provocar
guadros depressivos. Em gestantes, as malformacdes fetais foram associadas a
deficiéncia desse metal [54].

Em bovinos o0 Mn também é importante para o bom funcionamento dos
processos reprodutivos, manutencdo da estrutura 6ssea e adequado funcionamento do
sistema nervoso central. No entanto, a deficiéncia de Mn é pouco comum em bovinos
sob pastagem. Mas se a deficiéncia ocorrer, anomalias no esqueleto de animais jovens
e recém nascidos podem ser detectadas além do mau funcionamento do sistema
reprodutor, acarretando cios tardios e consequente diminuicdo na taxa de concepcéao
[56].
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4 Parte experimental

4.1 Material e equipamentos

Neste trabalho foram utilizados os seguintes materiais e equipamentos:

» Balancga analitica, marca Bel engineering, modelo Mark 210A;

= Bomba peristaltica com 8 canais e velocidade variavel, marca Ismatec, modelo IPC;

= Bloco digestor, marca Solab;

= Centrifuga, marca Labnet, modelo z 200 A;

= Computador para aquisicdo de dados;

» Cubeta, de caminho 6tico de 1 cm e volume igual a 4 mL;

= Desionizador de agua, marca Millipore Milli-Q® plus;

= Espectrofotdmetro, marca Femto, modelo 600 Plus, equipado com célula de fluxo de
20 mm de caminho 6tico e 400 uL de capacidade;

= Espectrofotdmetro, marca Hitachi, modelo U-2001

= Espectrémetro de absorgéo atdbmica, marca Varian, modelo AA240FS;

= Estufa, marca Qualxtron;

= [njetor comutador confeccionado em acrilico;

= Mesa agitadora, marca Thermolyne Maxi-mix [lI™  modelo 65800;

= Tubos de Tygon de diversos diametros e tubos de polietileno com diametro
interno;igual a 0,75 mm para a configuracao do sistema em fluxo;

= Vidraria e outros materiais, comuns a um laboratoério analitico.

4.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados sdo de grau analitico.
= 2,2-Bipiridina (J. T. Baker);
= Acido cloridrico concentrado, HCI (Merck);
= Acido nitrico concentrado, HNO3 (Merck);
= Etanol P.A., C,HsOH (Merck);
= Dimetilglioxima, DMG (Merck);
= Hidréxido de aménio concentrado, NH,OH (Merck);
= Hidréxido de sédio, NaOH (Merck);
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= Peroxido de hidrogénio 30% v/v, H,O, (Merck);
» Solugbes padrdo de Co?*, Mn%*, ca®, cu®, Fe?, Mg®, Ni**, e Zn*; todas com
concentragéo igual a 1000 mg/L (Merck);
= Tiron [3,5 dihidroxi-1,3-acido benzenossulfénico-sal dissdédico monohidratado]
[(HO).CeH2(SO3Na)2.H,0] (Aldrich);
Todas as solucdes foram preparadas com H,O destilada/desionizada e as
solugdes de Tiron, H,O, e NaOH foram preparadas diariamente e acondicionadas em

frascos de polietileno previamente descontaminados.

4.3 Programas Computacionais

= WindMill verséo 6.0 para aquisi¢do dos sinais transientes;

= Surfer versdo 5.0 para visualizacdo das superficies de resposta e gréaficos de
contorno;

= Microsoft Office Excel 2007 para o tratamento de dados e calculos.

4.4 Amostras

As amostras empregadas na realizacéo deste trabalho estdo relacionadas
na Tabela 4.4.1
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Tabela 4.4.1 — Amostras e suas respectivas descri¢coes

Amostra Nome

Descricao

1
2

10
11

12

Ostra

Arroz com
legumes*
Fegatelli*
Figado bovino

Tecido de ostra
Medicamento A

Medicamento B
Ni 200
Aco 420

Aco

Medicamento C

Medicamento D

Tecido de ostra

Merenda escolar

Merenda escolar (preparado a partir de figado de aves)
NIST (National Institute of Standards & Technology)
Standard Reference Material (SRM) 1577a

NIST 1566b

Complexo multivitaminico indicado na reposicdo de
vitaminas e sais minerais (s6lido)

Medicamento indicado no tratamento de anemia perniciosa
(s6lido)

Liga metalica de Ni

Liga metalica

Liga metalica (prego)

Medicamento indicado para a normalizacdo do
metabolismo (associacao de aminoacidos e
hidroxicobalamina) (sélido)

Medicamento de uso veterinario para reposicdo de

vitamina B;, com administracao por via oral (liquido)

*amostras liofilizadas e cedidas gentilmente pela professora Dra. Semiramis M. A.

Domene da Faculdade de Nutricdo da PUC-Campinas (Campinas — SP).

4.5 Determinacao do comprimento de onda para as determinacdes

espectrofotométricas

Para estabelecer o comprimento de onda 6timo do método desenvolvido,

fez-se a varredura espectral dos produtos formados na reac¢do de oxidacdo do Tiron,

resultantes da catalise por Co e por Mn, separadamente. Nestes experimentos, foi

colocado em uma cubeta de caminho 6tico de 1 cm, 1 mL de cada uma das seguintes
solucdes: Tiron 0,43x10° mol L™ NaOH 0,1 mol L™; H,0, 25x10° mol L™ e solucéo
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padrdo de Co 20 pg L™ ou Mn 500 ug L™?; além disso, na catdlise por Mn foi utilizado 1
mL de solucao de 2,2-bipiridina como reagente ativador. Em ambos experimentos foram
colocados todas as solugdes de reagentes na cubeta e em seguida realizou-se a adi¢ao
do catalisador. Apds dois minutos desta adicao foram realizadas as medidas.

A analise foi realizada em um espectrofotbmetro Hitachi, modelo U-2001,
e a varredura espectral foi efetuada no intervalo de comprimento de onda de 270 nm a
1100 nm.

4.6 Triagem de Variaveis e Otimizagao do sistema FIA

4.6.1 Triagem das Variaveis

No processo de desenvolvimento do método, inicialmente foi efetuado um
estudo preliminar para a triagem das variaveis do sistema. Para isso foi realizado um
planejamento fatorial fracionario 2°°, no qual as varidveis e seus respectivos niveis

estudados encontram-se descritos na Tabela 4.6.1:

TABELA 4.6.1 - Planejamento fatorial 2°° efetuado no estudo preliminar da triagem de

variaveis do sistema

Variavel
NaOH Tiron H;O, Bipy Ly L, L3 Vazao* Posicéo
Nivel das
alcas
(mol L) (10 mol L™ (uL) (mL min™)
-1 0,1 0,5 0,5 0,5 45 90 120 0,8 La/Ls
1 1,0 5,0 5,0 5,0 85 180 250 1,6 La/Ly

*Para a vazdo 0,8 mL min™ dos reagentes a da solucéo carregadora foi 3,0 mL min™, e para a

de 1,6 mL min™ foi de 6,0 mL min™.
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Apbs a triagem das variaveis, foi realizado um planejamento fatorial 23,
onde as variaveis estudadas e seus respectivos niveis encontram-se na Tabela 4.6.2 e

4.6.3.

TABELA 4.6.2 - Planejamento fatorial 2° efetuado na triagem de variaveis do sistema

Experimento  Tiron H;O, NaOH

1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

TABELA 4.6.3 - Niveis das variaveis do planejamento fatorial empregado na triagem

das variaveis do sistema em fluxo.

Nivel Tiron(10°mol LY  H,0,(10°mol L) NaOH (mol L™
-1 0,5 5,0 0,1
1 2,0 20 0,4

Cada experimento realizado constituiu uma curva analitica, a qual foi

construida a partir das seguintes solu¢des-padrao contendo Co e Mn (Tabela 4.6.4).

TABELA 4.6.4 — Concentracfes das solucBes-padréo utilizadas na curva analitica

Solucdo-padrdo [Colug L™ [Mn]pg L™

1 7 120
2 14 240
3 21 360
4 28 480
5 35 600




Parte Experimental 26

A resposta para cada experimento foi o coeficiente angular da curva
analitica ou a absorbancia da solugao-padrao “3”.
As determinacdes espectrofotométricas foram efetuadas em um sistema

em fluxo, conforme esquematizado na Figura 4.6.1.
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(B)

FIGURA 4.6.1 - Representacdo esquematica do sistema em fluxo empregado, onde Rj:
Tiron; Ry: H.0»; R3: NaOH:; C: solugdo transportadora (HNO3 0,01 mol L™ + etanol 10%
v/v); P: bomba peristaltica; I: Injetor; S: amostra; B: 2,2-bipiridina; C; e C,: reatores de
100 e 150 cm respectivamente; A: espectrofotdmetro; e W: descarte. Em (A): posicao de

amostragem; em (B): posicao de injecdo da amostra.
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4.6.2 Otimizacao do sistema FIA

ApoGs a triagem de variaveis do sistema, partiu-se para o processo de
otimizac&o das variaveis realmente significativas.

Neste caso, foi realizado um planejamento 2 + ponto central + estrela, no
qual as variaveis estudadas foram as concentracdes da solucéo de Tiron e de NaOH,
conforme descrito na Tabela 4.6.2.1. A concentragdo das solugbes de H,O, e 2,2-
bipiridina utilizadas neste estudo foram fixadas em 25 x 10° e 5,0 x 10° mol L™,

respectivamente.

TABELA 4.6.2.1 - Planejamento composto central efetuado para a otimizagcdo das

variaveis do sistema

Experimento Tiron NaOH
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 -1,41 0
9 1,41 0

10 0 -1,41
11 0 1,41
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TABELA 4.6.2.2 - Niveis das variaveis do planejamento composto central empregado

na otimizacao das variaveis do sistema em fluxo.

Nivel  Tiron (102 mol L")  NaOH (mol L™

-1,41 2,0 0,40
-1 2,4 0,49
0 3,5 0,70
1 4,5 0,91
1,41 50 1,0

Cada experimento realizado constituiu uma curva analitica, a qual foi

construida a partir das seguintes solu¢des-padrao contendo Co e Mn (Tabela 4.6.2.3).

TABELA 4.6.2.3 — Concentragfes das solugbes-padréo utilizadas na curva analitica

Solucdo-padrdo [Colug L™ [Mn]pg L™

1 5 150
2 10 300
3 15 450
4 20 600

A resposta para cada experimento foi o coeficiente angular da curva
analitica obtida. Os experimentos foram realizados utilizando-se 0 mesmo sistema em

fluxo da Figura 4.6.1.

4.7 Estudo do perfil catalitico dos analitos

No estudo do perfil cinético dos analitos foram utilizadas as seguintes
solucdes: Tiron 5x10° mol L™; H,0, 25x10° mol L™; NaOH 1,0 mol L™; 2,2-bipiridina
5x10° mol L™ e solucéo carregadora HNO3 0,01 mol L™ em etanol 10% v/v. A solucéo
analitica empregada no experimento foi preparada utilizando-se diluicbes sucessivas de
solucBes-padrdo 1000 mg L™ de Co e Mn, sendo que a concentracéo destes fons na

solucdo foram, respectivamente, 10 e 500 ug L™.
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Neste experimento, foi utilizado o sistema em fluxo com a mesma
configuragdo daquela representada na figura 4.6.1.1, exceto em relagcdo ao
comprimento do reator C,, que neste caso foi de 18 cm (0o menor comprimento
possivel).

A primeira etapa do experimento foi o registro da absorbéancia da solugéo
analitica sem interrupcao do fluxo, para a verificacdo dos valores maximos obtidos na
catalise por Co e Mn, respectivamente. No estudo do perfil catalitico do Co, quando a
absorbancia chegou ao seu primeiro maximo a bomba peristéltica foi desligada e,
consequentemente, o fluxo interrompido; sendo que este foi religado novamente,
apenas quando cessou-se 0 aumento no sinal analitico. O mesmo procedimento foi
realizado para o estudo catalitico do Mn, no entanto o “stopped-flow” foi executado no
segundo valor de maximo da absorbéncia anteriormente registrada.

Em seguida, foram registradas as absorbancias da solucdo-padrao
variando-se o comprimento do reator C,. Foram utilizados reatores de 150 e 300 cm.

4.8 Avaliacao de interferentes

4.8.1 Triagem de interferentes

A investigacdo de possiveis interferentes no método desenvolvido foi feita
com base na concentracdo de ions metalicos de valéncia 2+ presentes nas amostras
certificadas utilizadas neste trabalho.

Foram tomados como possiveis interferentes os fons Ca**, Cu**, Co** (no
caso do Mn), Fe*, Mg?*, Mn** (no caso do Co), Ni** e Zn?*. Os niveis de concentracéo
empregados neste estudo foram baseados em valores de concentracdo encontrados
em amostras de referéncia de alimentos.

Primeiramente foi efetuado um planejamento fatorial fracionario 2" onde

as variaveis foram os ions metéalicos, como descrito nas Tabelas 4.8.1.1 a 4.8.1.4.
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TABELA 4.8.1.1 — Planejamento fatorial fracionario 2’2 efetuado na triagem dos
possiveis interferentes no sinal do Co

Experimento 1 2 3 4 5 6(1234) 7 (12345)

Ca Cu Fe Mg Mn Ni Zn

1 -1 -1 -1 -1 -1 1 -1
2 1 -1 -1 -1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 -1 -1 -1 1
4 1 1 -1 -1 -1 1 -1
30 1 -1 1 1 1 -1 -1
31 -1 1 1 1 1 -1 -1
32 1 1 1 1 1 1 1

TABELA 4.8.1.2 - Niveis das variaveis do planejamento 2”2 empregado na triagem de

possiveis interferentes no sinal do Co

Ca Cu Fe Mg Mn Ni Zn
(mg L%

-1 25 005 0,006 125 0,2 0,025 0,25

1 850 3,5 4 160 5,5 0,05 195

Nivel
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TABELA 4.8.1.3 — Planejamento fatorial fracionario 2’2 efetuado na triagem dos
possiveis interferentes no sinal do Mn

Experimento 1 2 3 4 5 6(1234) 7 (12345)
Ca Co Cu Fe Mg Ni Zn

1 -1 -1 -1 -1 -1 1 -1

2 1 -1 -1 -1 -1 -1 1

3 -1 1 -1 -1 -1 -1 1

4 1 1 -1 -1 -1 1 -1

30 1 -1 1 1 1 -1 -1

31 -1 1 1 1 1 -1 -1

32 1 1 1 1 1 1 1

TABELA 4.8.1.4 - Niveis das variaveis do planejamento 2”2 empregado na triagem de

possieveis interferentes no sinal do Mn

Ca Co Cu Fe Mg Ni  Zn
Nivel

(mg LY
1 25 005 05 05 15 005 05
1 150 05 10 10 60 05 40

4.8.2 Modelagem de superficie para os interferentes

Apés obtencdo das variaveis estatisticamente significativas, realizou-se
um planejamento 2% + ponto central + estrela, no estudo de interferentes para Co
(Tabelas 4.8.2.1 e 4.8.2.2) e um planejamento 2* + ponto central + estrela, para os
interferentes no sinal do Mn (Tabelas 4.8.2.3 e 4.8.2.4). As concentracdes dos
interferentes foram estipuladas em escala logaritmica para englobar uma ampla faixa de

concentragao.
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TABELA 4.8.2.1 - Planejamento composto central efetuado para a modelagem dos
interferentes no sinal do Co

Experimento Ca Mg Mn
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0

10 -1,68 0 0
11 1,68 0 0
12 0 -1,68 0
13 0 1,68 0
14 0 0 -1,68
15 0 0 1,68

TABELA 4.8.2.2 - Niveis das variaveis do planejamento composto central efetuado para

a modelagem dos interferentes no sinal do Co

Ca Mg Mn
Nivel g
(Mg L™)
-1,68 5 5 5
-1 100 70 30
0 2090 890 170

1 42600 12000 950
1,68 850000 160000 5500
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TABELA 4.8.2.3 - Planejamento composto central efetuado para a modelagem dos

interferentes no sinal do Mn

Experimento Ca Co Fe Mg

© 00 N oo o0~ WDN PP
1
[HEN
1
=
[EE
1
=

-1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1
17 0 0 0 0
18 -2 0 0 0
19 2 0 0 0
20 0 -2 0 0
21 0 2 0 0
22 0 0 -2 0
23 0 0 2 0
24 0 0 -2
25 0 0 0 2
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TABELA 4.8.2.4 - Niveis das variaveis do planejamento composto central efetuado para
a modelagem dos interferentes no sinal do Mn

Ca Co Fe Mg
Nivel -
(Mg L)
-2 500 5 500 500

-1 2100 15 1050 1650
0 8700 50 2250 5600
1 36200 150 4700 18800
2 150000 500 10000 60000

4.9 Preparo das amostras

4.9.1 Extracdo com acido diluido

Para a extracdo dos analitos de interesse nas amostras estudadas (ostra,
arroz com legumes, Fegatelli, amostra certificada de figado bovino e medicamento A)
foi realizada uma extracdo com acido diluido, conforme proposto por DONATI et al. [52].

Inicialmente foram pesadas 0,250 g de amostra e esta massa foi
transferida a um tubo de ensaio de volume 15 mL, onde foram adicionados 10 mL de
HCI 1,0 mol L. Em seguida, aqueceram-se os tubos a 65 °C durante 15 min em uma
estufa. ApoOs o aquecimento, fez-se a agitacdo dos tubos em mesa agitadora por 30
min e posterior centrifugacdo a 3500 rpm por 10 min. Ent&o, foram transferidos 9 mL
para um outro tubo e 600 uL de NH4OH concentrado foram adicionados para ajuste de

pH. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.9.2 Digestao em bloco digestor
(a) Amostras de alimentos e medicamento B
Para a digestdo das amostras foram pesados 0,100 g do medicamento B

e 0,200 g das amostras certificadas de figado bovino e de tecido de ostra.
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Essas massas foram transferidas a tubos de digestdo e a estes foram
adicionados 3,0 mL de HNO3; concentrado. Em seguida, os tubos foram aquecidos a
100 °C e mantidos nesta temperatura por 60 min. Apés resfriamento, foram adicionados
2 mL de H,0, 30% v/v e entdo, os tubos foram aquecidos vagarosamente até 180 °C,
permanecendo nesta temperatura até obtencdo de cerca de 0,5 mL do digerido. Apos
resfriamento, o digerido da amostra de medicamento B foi quantitativamente transferido
a um frasco volumétrico e o volume completado para 50 mL; em seguida a amostra foi
diluida pipetando-se 200 pL desta e o volume completado para 5 mL com &agua
deionizada. As amostras certificadas também foram transferidas quantitativamente para
frascos volumétricos e o volume completado para 10 mL. Todas as digestdes foram

realizadas em triplicata

(b) Amostras de ligas metalicas e medicamento C

Para a digestdo das amostras foram pesados 0,250 g de cada liga
metélica e 0,180 g do medicamento C.

As massas foram transferidas a tubos de digestao e as ligas Ni 200 e aco
(prego) foram adicionados 10 mL de HNO3 50% (v/v); ja ao aco 420 foram adicionados
4,0 mL de agua régia (HCI:HNO3z na proporcao 3:1). Em seguida, os tubos foram
aquecidos a 100 °C, durante 80 minutos. ApOs resfriamento, os digeridos foram
guantitativamente transferidos a frascos volumétricos e o volume completado para: 25
mL no caso das amostras Ni 200 e medicamento C, 200 mL para a amostra de aco 420
e 50 mL para a amostra de aco (prego), com agua deionizada. Todas as digestdes
foram realizadas em triplicata.

Primeiramente, as amostras foram analisadas utilizando-se FS-FAAS para
obter as concentracdes de referéncia de Co e Mn, no entanto, para isto a amostra de
medicamento foi diluida tomando-se uma aliquota de 10 mL e o volume foi completado
para 25 mL com solucdo de HNO3; 0,01 mol L™. Ja para a andlise no sistema FIA
desenvolvido, as amostras foram novamente diluidas. As aliquotas tomadas para as
amostras de Ni 200, aco 420, aco (prego) e medicamento C foram respectivamente 35,
400, 250 e 150 pL das solugoes ja diluidas, e o volume foi completado para 15 mL com
solucdo de HNO30,01 mol L™,
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(c) Amostras de medicamentos B e D

Para a digestao das amostras foram pipetados 2,5 mL do medicamento D
e pesado 0,050 g do medicamento B.

Os volumes pipetados e a massa pesada foram transferidos a tubos de
digestdo. A amostra liquida foi adicionado 1,0 mL de HNOs concentrado e ao
medicamento B sdélido foram adicionados 3 mL deste mesmo &cido. Os tubos foram
aquecidos a 120 °C por 30 minutos, a 150 °C por mais 30 minutos, e em seguida, a
temperatura foi elevada a 180 °C para a eliminacao do excesso de &cido. As digestbes
foram realizadas em triplicata. Apdés resfriamento, os digeridos foram quantitativamente
transferidos a frascos volumétricos e o volume completado para 14 mL no caso da
amostra sintética e de medicamento D, e 50 mL no caso da amostra de medicamento B.

Inicialmente, as amostras foram analisadas utilizando-se FS-FAAS e em
seguida foram diluidas para posterior analise utilizando-se o sistema FIA desenvolvido.
As aliguotas tomadas foram 840 pL para o medicamento D e 100 pL para o
medicamento B. O volume final foi completado para 15 mL com solucdo de HNO3 0,01

mol L.

4.10 Determinacéao de Co e Mn

4.10.1 Amostras de alimentos

As determinacdes foram realizadas espectrofotometricamente utilizando-
se o sistema em fluxo da Figura 4.6.1, o qual foi completamente otimizado.

A curva analitica foi preparada com os dois padrfées juntos e em meio de
HNO3 0,01 mol L™. As concentracées de Co e Mn nas solucdes analiticas de calibracdo
foram2,5; 5; 10; 20 e 30 ug L™ para Co e 50; 100; 200; 400 e 600 ug L™ para Mn.

4.10.2 Amostras de ligas metalicas e no medicamento C
Inicialmente as amostras foram analisadas por FS-FAAS. A curva
analitica foi preparada com os dois padrdes juntos e em meio de HNO3 0,01 mol L™. As

concentracfes de Co e Mn nas solucdes analiticas de calibracdo foram 0,25; 1,0; 2,0;
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4,0 e 6,0 mg L™ para Co e 0,50; 2,5; 5,0; 10; e 20 mg L™ para Mn. Os comprimentos de
onda utilizados nas andlises foram 240,7 nm para Co e 403,1 nm para Mn.

Em seguida, apés diluicdo das amostras de acordo com a faixa de
concentragdo dos analitos obtida por FS-FAAS, fez-se a determinagao
espectrofotométrica de Co e Mn utilizando-se o sistema em fluxo da Figura 4.6.1.

Para a quantificacdo de Co e Mn na amostra Ni 200 também adotou-se o
método de calibracdo por adicdes de padrdo (SAM). Nesse método quantidades
conhecidas do analito séo adicionadas a amostra, obtendo assim uma curva analitica
na qual o meio € a prépria amostra e a concentracdo do analito é obtida a partir da
extrapolacdo da curva analitica. O método das adicbes de padrdo € recomendado em
casos nos quais a amostra é complexa e, consequentemente, a probabilidade de
ocorréncia de efeitos de matriz é alta [19]. Neste estudo, foram tomadas 4 aliquotas de
5 mL da solucdo resultante da digestdo da liga Ni 200 e a cada aliquota foram
adicionadas concentracdes crescentes de Co (2, 4 e 6 ug L™) e de Mn (50, 100 e 150
ug L), sendo que estes ndo foram adicionados na primeira aliquota (adicdo zero).
Apoés a adicdo dos analitos o volume foi completado para 7 mL com solucdo de HNO3
0,01 mol L™

Outra alternativa testada para a quantificacdo de Co e Mn na amostra de
Ni 200 foi a compatibilizacdo de matriz, devido a amostra ser constituida
majoritariamente por Ni metalico (99,70%). Neste experimento foi adicionada solucéo
padrdo de Ni as solu¢cbes da curva analitica para que a concentracao final de Ni fosse
37 mg L. As concentracées de Co e Mn nas solugdes da curva analitica foram 6; 7; 8;
9e 10 pug L™ e 40; 80; 120; 160 e 200 pg L™, respectivamente.

Ainda na tentativa de eliminar a interferéncia causada pela alta
concentracdo de Ni na amostra da liga metalica Ni 200 tentou-se precipitar o Ni
utilizando-se um reagente especifico: a dimetilglioxima (DMG). Para isto, tomou-se uma
aliguota de 50 pL da solucdo resultante da digestdo da liga Ni 200 e o volume foi
completado para 10 mL. Aqueceu-se a amostra a 70-80 °C e em seguida adicionaram-
se 850 pL de solugédo de DMG 1%. Em seguida, gotejou-se solucdo de NH,OH 6 mol L™
até a precipitacdo e aqueceu-se a solu¢cdo novamente por mais 20 minutos. Apos
resfriamento, fez-se a centrifugacdo e separou-se 9 mL do sobrenadante. A este

volume foram adicionados mais 100 pL de DMG 1% para confirmar que todo Ni havia



Parte Experimental 39

precipitado. Entédo, foram adicionados 300 pL de HNO3; concentrado para ajuste de pH
e por fim o volume foi completado para 15 mL com solugdo de HNOs 0,01 mol L™ A

amostra foi analisada espectrofotometricamente no sistema FIA desenvolvido.

4.10.3 Amostras de medicamentos B e D

Primeiramente as amostras foram analisadas por FS-FAAS. A curva
analitica foi preparada com os dois padrdes juntos e em meio de HNO3 0,01 mol L™. As
concentracbes de Co e Mn nas solu¢cbes analiticas de calibracdo foram 30; 60; 120;
240; 480 e 960 pg L™ para Co e 10; 20; 30; e 40 mg L™ para Mn. Os comprimentos de
onda utilizados para Co e Mn foram, respectivamente, 240,7 e 403,1 nm.

Em seguida, apoOs diluicdo das amostras de acordo com a faixa de
concentragdo dos analitos obtida por FS-FAAS, fez-se a determinagao
espectrofotométrica de Co e Mn utilizando-se o sistema em fluxo da Figura 4.6.1. Foram
utilizados dois tipos de curva analitica: uma contendo os dois padrdes (Co: 1; 3;5;7e9
pg L™ e Mn: 333; 1000; 1667; 2333; 3000 pg L™) e outra na qual os padrdes de Co (1;
3;5:7 e 9 pug L") ou Mn (300; 600; 900; 1200 e 1500 pg L™) estavam presentes
individualmente. Além disso, as curvas também foram obtidas de maneiras diferentes:
individualmente e no modo sequencial.

Na tentativa de quantificar Co e Mn na amostra de medicamento D
também foi utilizado o método de calibracédo por adi¢cdes de padrdo. No entanto, neste
caso foram realizados experimentos onde as adicdes de Co e Mn foram efetuadas
separadamente. Para a determinacdo de Co foram tomadas 5 aliquotas de 560 pL da
amostra digerida e a estas, com excec¢ao da primeira, foram adicionadas concentracdes
crescentes de Co (7, 14, 21 e 28 ug L™Y). Para a determinacéo de Mn, também foram
tomadas 5 aliquotas de 560 pL da amostra digerida e a estas, com excecao da
primeira, foram adicionadas concentracdes crescentes de Mn (300, 600, 900 e 1200 ug
LY.
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5 Resultados e discussao

5.1 Determinacdo do comprimento de onda O6timo para as

determinacdes espectrofotométricas

Na literatura, a maioria dos trabalhos que apresentam determinagdes
espectrofotométricas simultdneas ou sequenciais utilizam espectrofotbmetros que
operam no modo de varredura espectral.

Para estabelecer o comprimento de onda para as andlises realizou-se
uma varredura espectral para o produto formado na reagéo de oxidacdo do Tiron pelo
H.O, em meio basico, tanto na catalise por Co, quanto na catdlise por Mn ativada por
2,2-bipiridina. O espectro de varredura obtido em ambos casos estdo apresentados na
Figura 5.1.1 Analisando-se o0s espectros obtidos € possivel verificar que o produto
formado tem sua absor¢do maxima em A = 426 nm; desta maneira, a determinacdo

espectrofotomeétrica sequencial de Co e Mn foi realizada neste comprimento de onda.

(b)

i (a)

Abs p

A (nm)
FIGURA 5.1.1 - Espectro de absorcdo do Tiron oxidado em meio basico pela catélise de
Co (a — linha tracejada), e pela catédlise de Mn ativada por 2,2-bipiridina (b — linha

sélida).
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5.2 Elaboracao do sistema FIA

Com base no trabalho de OTTO e WERNER [46], inicialmente, foram
realizados alguns experimentos preliminares nos quais elaborou-se um sistema em
fluxo visando a formagcao de um gradiente de pH, pois de acordo com este trabalho, a
catalise por Co da reacdo de oxidacdo do Tiron por H,O,, tem sua taxa maxima em
valores de pH maiores que 12 e a catalise por Mn em pH por volta de 9,8. Foram
avaliadas diversas configuracbes para o sistema em fluxo, assim como solucdes de
NaOH em diferentes concentracdes e solu¢des-tampao carbonato de sédio e de acido
bérico-cloreto de potdssio para estabelecer o gradiente de pH. No entanto, ndo foi
obtido sinal analitico quando se utilizou o0 Mn como catalisador da reacdo. De acordo
com este fato, a estratégia da utilizacdo de gradientes de pH no sistema em fluxo foi
descartada e partiu-se, entdo, para a utilizacdo de um reagente ativador no caso da
catalise por Mn, pois de acordo com o trabalho de OTTO et al. [14], esta catalise é
ativada por 1,10-fenantrolina e por 2,2-bipiridina. Foram testados os dois reagentes
ativadores citados, no entanto somente com o ativador 2,2-bipiridina foi obtido um sinal
analitico para o Mn.

Em vista dos resultados obtidos nos experimentos preliminares o sistema
em fluxo foi desenvolvido com o objetivo de obter-se o sinal analitico do Co e do Mn
sequencialmente e com separacéo fisica entre os mesmos. Deste modo, o sistema em
fluxo foi proposto de modo que o injetor comutador possuisse trés alcas de
amostragem, onde duas dessas alcas (L; e L3) sdo utilizadas para amostra, e uma alca
(L) para o reagente ativador 2,2-bipiridina. Neste sistema L; tem menor volume que Lj,
ja que em L; seré obtido o sinal para o Co e a reacdo € mais sensivel para este analito
do que para o Mn. A posicdo das algcas no sistema FIA foi elaborada com base no perfil
catalitico dos analitos. Primeiramente passa pelo detector o volume da alca de
amostragem L;, na qual sera obtido o sinal analitico referente ao Co, pois a taxa de
catalise € maior no caso deste catalisador. Na sequencia do sistema em fluxo foi
inserida a alca para a 2,2-bipiridina (L), mas entre L; e L, ha um reator, que foi
otimizado para que ndo houvesse sobreposicdo dos sinais analiticos do Co e do Mn;
este reator possui 200 cm de comprimento e 0 mesmo separa as duas alcas atraves do

volume de solucéo carregadora presente dentro do mesmo. Na sequencia esta Lz, que
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encontra-se separada de L, por um pequeno volume de solucéo carregadora, que esta
presente dentro de um reator de 5 cm de comprimento; essas duas alcas foram
separadas pelo menor volume possivel pois os volumes de L, e L3 devem misturar-se
pelo efeito de dispersdo no sistema em fluxo, havendo assim a ativacdo da catalise por
Mn através do contato com a 2,2-bipiridina. Entdo, através do sistema em fluxo
desenvolvido tem-se a seguinte sequencia sendo transportada ao detector, como

mostra a Figura 5.2.1.

Fluxo

(B)

FIGURA 5.2.1 - Representacdo esquematica da sequencia das alcas de amostragem

gue passa pelo detector, onde C é a solugdo carregadora, L; e L3 sdo as alcas de
amostragem contendo a amostra ou branco ou solucdes, e L, é a alca do reagente 2,2-
bipiridina. Em (A) esta representada a sequencia tedrica (sem o efeito de dispersao) e
em (B) a simulacéo da situacéo real de acordo com o efeito de dispersdo no sistema em

fluxo.

De acordo com o sistema em fluxo desenvolvido para a determinacao

sequencial de Co e Mn o sinal analitico obtido tem o perfil ilustrado na Figura 5.2.2.
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FIGURA 5.2.2 - Sinal transiente obtido na determinacao sequencial de Co e Mn, através
da injecdo de solucdes-padrdo 21 e 360 pg L™ dos analitos, respectivamente, no

sistema em fluxo desenvolvido.

5.3 Triagem de Variaveis e Otimizac&o do sistema FIA

5.3.1 Triagem das Variaveis

Ao desenvolver-se um método analitico que utiliza sistemas em fluxo,
deve-se considerar que 0s mesmos possuem diversas variaveis a serem avaliadas e
otimizadas, tais como a concentracdo e vazdo dos reagentes, vazdo da solucao
carregadora, volume de amostragem, tamanho dos reatores, entre outras.

Embora o método univariado seja mais conhecido e amplamente utilizado
para avaliar e otimizar as variaveis de um sistema, este ndo € adequado e pratico,
principalmente quando se trata de um sistema complexo, ou seja, com diversas
variaveis, pois quando se faz este tipo de estudo, apenas um parametro do sistema é
variado enquanto 0s outros permanecem inalterados, o que leva a realizacdo de um
grande numero de experimentos, além destes ndo considerarem o efeito de interacao

entre as variaveis avaliadas. Além disso, ndo € possivel efetuar previsées em condigcdes



Resultados e Discussdao 45

ndo testadas. Portanto, torna-se mais conveniente, pratico e efetivo o emprego de
planejamentos fatoriais no estudo de sistemas com muitas variaveis. Para triar variaveis
em um sistema complexo utilizam-se planejamentos fatoriais fracionarios, onde apenas
uma parte da totalidade dos experimentos € realizada; ou seja, com um numero
relativamente reduzido de experimentos obtém-se as variaveis realmente significativas
na resposta do sistema.

Diversas variaveis estdo englobadas na construcdo do método analitico
proposto, no entanto, nem todas estas varidveis podem ser significativamente
importantes na obtencdo do sinal analitico. Deste modo, ap6s a identificacdo das
variaveis a serem estudadas foi necessario efetuar-se a triagem das mesmas. Em um
estudo inicial do sistema foi realizado um planejamento fatorial fracionario 2°°,
totalizando 16 experimentos (veja detalhes na Tabela 4.6.1), os quais foram realizados
de forma aleatoria. As nove variaveis estudadas foram as seguintes: concentracao das
solucdes de NaOH, Tiron, H,0,, e 2,2-bipiridina, volume das al¢cas de amostragem (L, e
L3) e da alca de 2,2-bipiridina (L), além da vazdo e a posicdo das alcas de
amostragem no sistema FIA.

A partir dos resultados obtidos em cada experimento construiu-se um
modelo de calibracdo multivariada para Co e Mn utilizando-se a ferramenta
guimiomeétrica PLS (Partial Least Squares). Um modelo de calibracdo multivariada deve
ser avaliado através de seus parametros, tais como o PRESS (Prediction Errors Sum of
Squares) que é a soma dos quadrados dos erros de previsdo, o SEV (Standard Errors
of Validation) que representa a soma dos quadrados dos erros de validacédo e o r
(coeficiente de regresséo linear), dentre outros.

Através de uma andlise comparativa dos parametros dos modelos
construidos, observou-se que as variaveis de maior influéncia nestes foram as
concentragfes de Tiron, NaOH, H,O, e 2,2-bipiridina. Devido as variaveis restantes
(vazéo, além da posicao e volume das alcas de amostragem e de 2,2-bipiridina) néao
serem significativas nas respostas, estas foram desconsideradas no processo de
otimizacao.

No entanto, no decorrer do trabalho notou-se que nao havia boa
repetibilidade para o sinal referente ao Co em inje¢cdes consecutivas do mesmo volume

e concentracdo de solucdo-padrédo. Através de um experimento no qual a solucdo de
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2,2-bipiridina foi substituida por solu¢do carregadora, confirmou-se que residuos do
reagente ativador estavam permanecendo no sistema, pois quando o carregador estava
presente obteve-se boa repetibilidade para os sinais, o que levou a concluséo de que
residuos de 2,2-bipiridina afetavam o sinal analitico do Co.

Com o intuito de eliminar a bipiridina residual do sistema foram realizados
experimentos com as seguintes estratégias: reducdo da concentracdo e volume da
solucdo de bipiridina, adicdo de varias concentragfes de surfactante Triton X-100 a
solucdo carregadora e também a solucao de bipiridina para auxiliar na limpeza do
sistema, aumento da vaz&o do carregador para que o reagente ativador fosse eliminado
de forma mais rapida do sistema em fluxo, adicdo de etanol ao carregador para que
este dissolvesse possiveis particulas solidas do reagente, ja que a bipiridina € uma
molécula orgénica ligeiramente soltvel em agua, além de um tempo maior entre as
injecdes. As alternativas que resolveram o problema encontrado foram a utilizagdo de
solugcdes com reduzida concentracdo do reagente bipiridina, a adicdo de etanol a
solucéo carregadora e um tempo maior e fixo (150 s) entre as injecdes no sistema em
fluxo.

Portanto, mesmo a concentracdo de 2,2-bipiridina ter se mostrado uma
variavel significativa para otimizacdo no planejamento anterior, esta foi fixada a uma
concentracdo que nao interferisse drasticamente na repetibilidade do sinal analitico do
Co.

Diante deste fato, as variaveis foram triadas novamente, e para isto foi
realizado um novo planejamento fatorial 23, totalizando oito experimentos, onde as
variaveis avaliadas desta vez foram a concentracdo das solucdes de Tiron, H,O, e
NaOH (ver detalhes na Tabelas 4.6.2 e 4.6.3), ja que as outras seis variaveis
analisadas anteriormente ndo foram significativas estatisticamente. Incluindo-se a
variavel NaOH, estamos estudando, na verdade, o pH 6timo para a determinacao
sequencial de Co e Mn.

Neste planejamento, cada experimento realizado corresponde a uma
curva analitica onde as respostas analisadas foram os coeficientes angular (a), linear
(b) e de correlacao (r) dessa curva ou a absorbancia da “solugéao 3” (descrita na Tabela
4.6.4). No entanto, as respostas com magnitudes diferentes entre si em um mesmo

experimento foram apenas o coeficiente angular e a absorbancia da solugédo 3, sendo
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estas as respostas que foram utilizadas na analise dos efeitos do planejamento fatorial
executado. As respostas utilizadas foram normalizadas para uma analise mais efetiva
dos dados.

A Figura 5.3.1.1 ilustra a curva analitica obtida para o experimento 7 do

planejamento fatorial realizado.
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FIGURA 5.3.1.1 - Fiagrama obtido no experimento 7 do planejamento fatorial realizado

na triagem das variaveis do sistema.

Analisando-se a Figura 5.3.1.1, observa-se um duplo sinal para cada
injecdo realizada, sendo o primeiro sinal transiente referente ao sinal do Co e o
segundo sinal referente ao Mn. Os trés primeiros sinais duplos referem-se a triplicata do
branco analitico e os demais sinais em triplicata correspondem aos cinco pontos da

curva analitica. A curva analitica para Co abrangeu concentraces de 7 a35ug L e a
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do Mn, de 120 & 600 pg L™ (ver detalhes na Tabela 4.6.4), e estas encontram-se

representadas na Figura 5.3.1.2 (a) e 5.3.1.2 (b), respectivamente.

0,250
0,050 -
0,200
0,040 -
% 0,150 . 8
2 © 0,030
S 0,100 5 .
2 2 0,020
< <
0,050 - ¢ 0,010
0,000 : : : : : : : 0,000 . . . . .
0 5 10 15 20 25 30 35 0 120 240 360 480 600
[Colug L™ [Mn] ug L™
(a) (b)

FIGURA 5.3.1.2 - Curva analitica obtida no experimento 7 do planejamento fatorial

realizado na triagem das variaveis, para Co (a) e Mn (b).

Para cada um dos oito experimentos realizados, obtiveram-se duas (uma
para o Co e outra para o Mn) curvas analiticas semelhantes aquelas ilustradas na
Figura 5.3.1.2.

Finalizados os experimentos, foram calculados todos os efeitos para a
construcéo do grafico de probabilidade para cada resposta analisada.

Os graficos de probabilidade obtidos para as respostas coeficiente angular
da curva analitica e absorbancia da solugao “3” de cada analito estao apresentados na

Figura 5.3.1.3.



Resultados e Discussao 49

99,999 99,999

99,5 99,5
g -
% 95 4 @3 (NaOH) % 03 (NaOH)
jS o1 (Tiron) S 70 @1 (Tiron)
= 701 013 i 1 - 013
@ e12 °
S 401 0123 S 40q 012
T 023 a 023

101 e2(H,0) 109 e2(H,0)
1 T T T T T T T T 1 T T T T T
10 0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60
Efeito Efeito
(a) (b)
99,999 99,999

99,5 99,5
o 951 3 (NaOH) P 1 3 (NaOH)
3 013 3 . 013
= 70 e2(H,0) % T 2(Ho%)(')l'iron)
< ®1 (Tiron) °
8 40+ 012 3 40+ 012 272
a 0123 a 23

101 ¢03 101 o123
1 T T T T T T T T T l T T T T T T T T
40 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 5 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Efeito Efeito
(©) (d)

FIGURA 5.3.1.3 - Gréficos de probabilidade.

Em (a) e (b) os gréficos referem-se,

respectivamente, as respostas absorbancia da solugao “3” e coeficiente angular, a, da
curva analiticao para o analito Co. Em (c) e (d) os graficos referem-se, respectivamente,
as respostas absorbancia da solucéo 3 e coeficiente angular (a) da curva analitica para

o analito Mn.

Analisando-se o grafico (a) da Figura 5.3.1.3, observa-se que as variaveis
Tiron (1), NaOH (3) e a sua interacdo (13) sdo estatisticamente significativas e que
essas duas variaveis tém efeito positivo sobre a absorbancia da solucédo-padréao de Co,
ou seja, se aumentarmos a concentracdo dessas solucbes a absorbéancia tende a
aumentar. Ja a variavel H,O, e as interacfes (12) (23) e (123) das variaveis encontram-
se na regido de até 10% de influéncia no sinal analitico e, portanto, ndo sao

estatisticamente significativas neste caso. Ja no grafico (b) da mesma figura, tem-se o
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mesmo comportamento para as variaveis Tiron, NaOH e H,O, quando a resposta
utilizada é o coeficiente angular da curva analitica. Vale ressaltar que quanto maior o
coeficiente angular maior sensibilidade o método terd. Entdo, no caso do analito Co,
tem-se que, se aumentarmos a concentracdo das solugbes de Tiron e de NaOH
aumentaremos a absorbancia e o coeficiente angular da curva analitica, resultando
assim num metodo mais sensivel.

Nos gréficos (c) e (d) da figura 5.3.1.3, observa-se que as trés variaveis
tem efeito positivo tanto na absorbancia da solucéo-padréo de Mn quanto no coeficiente
angular da curva analitica para este mesmo analito, o que leva a conclusédo de que se
aumentarmos a concentracédo dessas solugdes tenderemos a aumentar a absorbancia
e também o coeficiente angular.

Os resultados para Mn indicam que a concentracdo das trés solucdes
deve ser aumentada, no entanto para Co, a variavel H,O, ndo tem valor significativo,
entdo, optou-se por fazer um ligeiro aumento na concentracdo desta solucao, fixando
um valor e ndo otimizar esta variavel, visto que ela tem valor significativo apenas para
um dos analitos em questdo e o método desenvolvido visou a determinacdo sequencial

destes. O resumo dos resultados obtidos encontra-se na Tabela 5.3.1.1.

TABELA 5.3.1.1 - Resumo dos resultados obtidos na analise dos efeitos do

planejamento fatorial 2° realizado na triagem das variaveis

Resposta
Variavel Analito Coeficiente Concluséo/sugestao
Absorbancia
angular
_ Co aumentar aumentar
Tiron aumentar
Mn aumentar aumentar
Co indiferente indiferente aumentar, no entanto, fixar
HO num valor um pouco acima do
22 , . -
Mn aumentar aumentar que o nivel mais alto utilizado
no planejamento
Co aumentar aumentar
NaOH aumentar

Mn aumentar aumentar
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5.3.2 Otimizagao do sistema FIA

ApoOs a triagem das variaveis, partiu-se para o processo de otimizacdo das
variaveis realmente significativas para ambos analitos (Co e Mn), que foram a
concentragéo das solugdes de Tiron e NaOH.

Com o intuito de se obter uma regido 6tima de trabalho, realizou-se a
modelagem de superficie para as duas variaveis estudadas. Um planejamento 2% +
ponto central + estrela (veja detalhes na Tabela 4.6.2.1) foi construido e executado.

Para o analito Co, ndo se obteve um modelo matematico, ou seja, 0s
coeficientes ndo foram significativos estatisticamente. Isso mostra que o intervalo de
concentracfes estudado para as variaveis ja apresentava os melhores resultados.

Ja para o Mn, o modelo que descreve a inclinagdo da curva analitica em

fungéo das variaveis concentragéo de Tiron e de NaOH é dado pela equagéo 5.3.2.1.

a=86,6+ 5,9 x(Tiron) +12,6x (NaOH) - 3,5x (NaOH)? (equagdo 5.3.2.1)

+145 £0,89 +0,89 +11

A superficie de resposta e as curvas de nivel, geradas por esta equacao

podem ser visualizadas, respectivamente na Figura 5.3.2.1 (a) e (b).
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(@)

NaOH

(b)
FIGURA 5.3.2.1 - (a) Superficie quadratica descrita pela equacdo 5.3.2.1. (b) Suas

curvas de nivel.

Analisando-se a Figura 5.3.2.1, pode-se afirmar que a inclinagdo da curva
analitica para o Mn tende a aumentar quando se utilizam concentragfes elevadas de
Tiron e de NaOH. Portanto, optou-se por utilizar a concentracdo empregada no nivel

mais alto para as duas variaveis estudadas.
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5.4 Estudo do perfil catalitico dos analitos

Finalizando o processo de otimizag&o das variaveis do sistema FIA, fez-se
o estudo do perfil catalitico do Co e Mn para que o reator C, fosse otimizado de acordo
com o tempo de reacgdo para cada analito.

Primeiramente, obteve-se um sinal transiente sem interrupgdo do fluxo
utilizando-se um reator C, com o menor comprimento possivel (no caso, 18 cm). Na
injecdo seguinte, fez-se a interrupcao do fluxo exatamente quando o sinal analitico
chegou ao maximo estabelecido no sinal em fluxo, e entdo esperou-se até que a reacao
se efetivasse quase que na sua totalidade para que o fluxo fosse religado novamente.

O resultado obtido pode ser observado nas figuras 5.4.1 e 5.4.2, para Co e Mn,
respectivamente.

3,000
| —— Emfluxo
- "Stopped-flow" <o _ _ _
2,500 Phe "‘-‘
e Reativacdo do fluxo i
/"/ [
2,000 7 !
’ !
@ ’ !
e / !
« 1,500 ’ !
2 / !
2 7 !
o / !
<C 1,000 J !
! !
I |
/ |
0,500 ; _Interrupcéo do fluxo 1
i/ !
1 \
0,000 A — T

0 20 40 60 80 | 160 | 1éo | 1210 | 1e|so | 180

Tempo (S)
FIGURA 5.4.1 — Estudo do perfil catalitico do Co na reacédo de oxidagcédo de Tiron por
H,O, em meio basico. A linha continua representa o sinal obtido em fluxo e a linha

tracejada refere-se ao sinal obtido com a interrup¢do do fluxo no maximo do sinal
analitico do Co.
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FIGURA 5.4.2 — Estudo do perfil catalitico do Mn na reacdo de oxidacao de Tiron por
H,O, em meio basico. A linha continua representa o sinal obtido em fluxo e a linha
tracejada refere-se ao sinal obtido com a interrup¢do do fluxo no maximo do sinal
analitico do Mn.

Analisando-se a Figura 5.4.1, pode-se observar que apos a interrupcéao do
fluxo, o sinal analitico aumenta rapidamente até por volta de 70 s e depois permanece
estavel, o que indica que a reacéo se processou por completo. Entdo, quando o fluxo &
ligado novamente ocorre o processo de lavagem da tubulacdo do sistema e o sinal
retorna a linha de base.

O mesmo comportamento para o sinal do Mn pode ser observado na
Figura 5.4.2, mas neste caso, a taxa com que o sinal analitico aumenta apds a
interrupcdo do fluxo é bem menor quando comparado ao do Co, o que indica que a
catélise se processa mais lentamente quando esta é realizada pelo Mn com ativacao
por 2,2-bipiridina. Este fato justifica a configuracdo do sistema FIA proposta, a qual
proporciona a aquisicéo do sinal do Mn apés o sinal do Co, ou seja, obtendo-se o sinal

do Mn apés o do Co, tem-se um tempo maior para que a catalise ocorra.
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Diante do fato de que a reacao catalisada por ambos analitos leva um
certo tempo para ocorrer por completo, e que os sistemas em fluxo caracterizam-se por
analises rapidas, optou-se por utilizar um reator que proporcionasse uma andlise
relativamente rapida, com um ganho no sinal analitico, embora esse nédo fosse o
maximo possivel. Para isso foram testados dois comprimentos de reatores, 150 e 300
cm. Além dos fatos j& mencionados, pode-se inferir que reatores ainda maiores neste
estudo nao foram utilizados para evitar grande dispersdo da amostra no sistema em
fluxo e reducéo da frequéncia analitica.

O resultado para os experimentos onde foram avaliados os diferentes
comprimentos de C,, pode ser observado na figura 5.4.3. O tempo zero € 0 momento

no qual a amostra foi injetada no sistema.

1,000 7 42 s — Reator 150 cm
2 Reator 300 cm
1 \
0,800 root
! '
| \
o
=
S 0,600
2
o
0
Q
< 0,400
0,200
0,000 4 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (S)
FIGURA 5.4.3 — Estudo comparativo do comprimento do reator C, com base no perfil

catalitico do Co e Mn na reacao de oxidagao do Tiron por H,O, em meio basico.

A partir da analise da figura 5.4.3, pode-se observar que quando o reator
de 150 cm foi utilizado, o sinal referente ao Co tem inicio apdés 14 s da injecdo da

amostra e alcanca seu maximo apés 27 s da mesma. Ja para o reator de 300 cm, o
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sinal tem inicio apds 23 s da injecdo e alcanca seu maximo apds 42 s da mesma. Nota-
se que o sinal obtido com o reator de maior comprimento é mais largo que o outro sinal,
este fato ocorre devido & maior dispersdo da amostra no sistema em fluxo quando
comparada aquela resultante da utilizacdo do reator menor, devido ao maior espaco
percorrido pela amostra no sistema em fluxo. Em relagdo a absorbancia alcancada, ha
um aumento relativo de 63,4% quando o reator de 300 cm é utilizado apesar de haver
uma maior diluicdo com o emprego de um reator maior.

Ainda na mesma figura, pode-se observar que o sinal do Mn alcangou seu
maximo apos 65 s da injecdo quando se utilizou o reator de 150 cm, e apds 82 s, para o
reator de 300 cm. A mesma explicacdo a respeito da largura dos sinais pode ser dada
com relacdo aos sinais referentes ao Mn. Ja com relacdo a absorbancia atingida nos
dois sinais pode-se afirmar que houve um aumento relativo de 62,8% quando o reator
de 300 cm é utilizado.

Apés o0s processos de otimizacdo realizados, o sistema em fluxo
desenvolvido pode ser descrito de acordo com a representacédo esquematica da Figura
5.4.4.

Tiron
5,0x10°mol L1

Vazéo o H202 \
0,8mL min-t : ; 100cm
25x10°3mol L? 426 nm

R4
\Rz { T
NaOH . — R c,
L. 1mollL? w
b c
. HNO w 2
Vazao 3
3 OmE mint ) 0:.01molL*+ 3 - \300 cm
' etanol 10% V/V s I i .
S = i
B
s/ - \135uL
/ \5\\90u|_
5cm 110pL
1

FIGURA 5.4.4 — Representacdo esquematica do sistema em fluxo otimizado, onde P é
a bomba peristéltica, I: injetor; S: amostra; B: 2,2-bipiridina; C; e C,: reatores; A:

espectrofotdmetro (A= 426 nm); e W: descarte.
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5.5 Avaliacéo dos interferentes

5.5.1 Triagem de interferentes

Para a avaliacdo de concomitantes que pudessem interferir no método
desenvolvido, avaliaram-se ions metalicos de valéncia 2+, pois de acordo com OTTO e
WERNER [46], esta reacdo € catalisada por alguns desses ions. Os cétions avaliados
foram Ca?*, Cu®*, Co®* (no caso do Mn), Fe?*, Mg®*, Mn** (no caso do Co), Ni** e Zn?".
(veja mais detalhes no item 4.8.1).

Inicialmente foi realizado um planejamento fatorial fracionario 2”2 para
cada um dos analitos (Co e Mn), com o objetivo de triar os concomitantes que fossem
realmente interferentes no meétodo desenvolvido. Portanto, foram avaliadas sete
variaveis em dois niveis, sendo cada variavel um ion metalico; totalizando 32
experimentos; onde cada um dos experimentos correspondeu a uma solugéo contendo
todos os ions avaliados em diferentes concentracbes (veja as Tabelas 4.8.1.1 a
4.8.1.4.) mais o analito (Co ou Mn). As concentracfes dos ions avaliadas neste estudo
tiveram como base os valores certificados presentes em algumas amostras de
alimentos. A resposta para cada experimento foi a porcentagem de interferéncia em
relacdo a uma solucdo contendo somente o analito de interesse (Co ou Mn,
dependendo do planejamento) na mesma concentracdo daquela presente na solucao
contendo os concomitantes.

Finalizados os experimentos, foram calculados todos os contrastes para a
construcéo do grafico de probabilidade para cada planejamento efetuado.

O gréafico de probabilidade obtido para a resposta porcentagem de
interferéncia em relacdo a uma solucédo-padrdo de Co esta apresentado na Figura
5.5.1.1.
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FIGURA 5.5.1.1 - Graficos de probabilidade para o resultado obtido no planejamento
experimental do estudo de interferentes na reacédo de oxidac&o do Tiron catalisada por
Co. Em (a) o gréfico refere-se, ao resultado obtido para o planejamento fatorial
fracionario 22, e em (b), ao planejamento 2° resultante da exclusdo de 4 variaveis do

planejamento anterior.

Para a exclusdo de ions metalicos nao interferentes tomou-se como
padrdo o limite aceitavel de 15% de interferéncia, ou seja, variaveis que apresentaram
contrastes menores ou igual a 15% foram consideradas nao significativas em ambos
planejamentos.

Entdo, analisando-se o grafico (a) da Figura 5.5.1.1, observa-se que as
variaveis realmente significativas, ou seja, os ions que interferiram na catalise da
reacdo de oxidacéo do Tiron pelo Co, neste estudo, foram Ca*" e Mg?*, apresentando
grande interferéncia negativa, e Mn?*, apresentando interferéncia positiva. Portanto,
podem ser eliminadas quatro das sete variaveis estudadas (Cu, Fe, Ni e Zn). Essa
eliminacdo das variaveis faz com que o planejamento se torne um fatorial completo 2°
com quadruplicatas para cada experimento. Como o planejamento tornou-se um fatorial
completo, sdo calculados efeitos e ndo mais contrastes para a construcéo do grafico de
probabilidade, e este pode ser observado na Figura 5.5.1.1 (b).

Agora, com replicatas para cada experimento, foi possivel calcular a
variancia e o erro experimental além da variancia e erro do efeito. Esses valores

encontram-se descritos na Tabela 5.5.1.1. Todos os efeitos foram significativos ao nivel
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de 95% de confianga, ou seja maiores que teiico (24, 95%) = 19,41. O valor de teriico €

calculado através da multiplicacéo do valor de t (24, 95%) pelo valor do erro do efeito.

TABELA 5.5.1.1 - Valores de efeitos significativos, da variancia e de erro, experimental
e do efeito, para o planejamento fatorial 2° em quadruplicata realizado no estudo de

concomitantes para o analito Co.

Efeito  Valor Experimental do efeito
1(Ca) -242
2(Mg) -195
13 -112
23 -97
123 89
3 (Mn) 135
12 204
Variancia 707 88,4
Erro 27 9,40

Ja o gréfico de probabilidade obtido para a resposta porcentagem de

interferéncia em relacdo a uma solucdo-padrdo de Mn encontra-se na Figura 5.5.1.2.
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FIGURA 5.5.1.2 - Graficos de probabilidade para o resultado obtido no planejamento
experimental do estudo de interferentes na reacédo de oxidac&o do Tiron catalisada por
Mn. Em (a) o gréfico refere-se, ao resultado obtido para o planejamento fatorial
fracionario 22, e em (b), ao planejamento 2* resultante da exclusdo de 3 variaveis do

planejamento anterior.

Analisando-se o grafico (a) da Figura 5.5.1.2, observa-se que as variaveis
realmente significativas foram Ca®* e Mg?*, também apresentando grande interferéncia
negativa assim como na catalise por Co; e Fe’* e Co*, apresentando interferéncia
positiva. Portanto, neste caso, podem ser eliminadas trés das sete variaveis estudadas
(Cu, Ni e Zn). Essa eliminacao das variaveis faz com que o planejamento se torne um
fatorial completo 2% com duplicatas para cada experimento. Como ja discutido
anteriormente, o planejamento tornou-se um fatorial completo e, portanto, séo
calculados efeitos e ndo mais contrastes para a construcado do grafico de probabilidade,
sendo que este pode ser observado na Figura 5.5.1.2 (b).

Assim como no planejamento anterior, foi possivel calcular a variancia e o
erro experimental além da variancia e erro do efeito através das replicatas para cada
experimento. Esses valores encontram-se descritos na Tabela 5.5.1.2. Os efeitos nao
significativos ao nivel de 95% de confianca encontram-se sublinhados pela linha
vermelha na Figura 5.5.1.2 (b). Os efeitos significativos foram aqueles cujo valor foi
maior que teritico (16, 95%) = 19,10.
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TABELA 5.5.1.2 - Valores de efeitos significativos, da variancia e de erro, experimental
e do efeito, para o planejamento fatorial 2* em duplicata, realizado no estudo de

concomitantes para o analito Mn

Efeito Valor Experimental  do efeito
1 (Ca) -157
4 (Mg) -149
34 =77
12 -69
24 -26
124 21
14 39
3 (Fe) 137
2 (Co) 492
Variancia 649 81,1
Erro 25,5 9,00

5.5.2 Modelagem de superficie para os interferentes

A modelagem dos interferentes foi realizada tanto para Co como para Mn.

O intuito de modelar a porcentagem de interferéncia nos sinais dos
analitos foi estabelecer uma condi¢céo 6tima de trabalho, ou seja, obter uma regido onde
a determinacdo de Co e Mn fosse realizada de modo que nenhuma ou pequena
interferéncia pudesse estar presente.

No caso do Co, trés concomitantes foram interferentes no meétodo
desenvolvido nas condicBes avaliadas, portanto, o planejamento realizado foi um 23 +
ponto central + estrela. Para o Mn, o planejamento efetuado foi um 2* + ponto central +
estrela ja que quatro dos sete concomitantes avaliados foram interferentes no método.
(veja detalhes nas Tabelas 4.8.2.1 a 4.8.2.4).

O modelo matemético que descreve a porcentagem de interferéncia

desses concomitantes no sinal do Co é dado pela equacéo 5.5.2.1.
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% de interferéncia = - 83,6x (Ca) + 126,6x (Mn) + 76,0x (Mn)?

+29,1

+29,1

+29,1

(equacéo 5.5.2.1)

Na equacao 5.5.2.1, o coeficiente negativo para Ca representa a interferéncia

negativa desse concomitante, assim como o coeficiente positivo para Mn, representa

sua interferéncia positiva no sinal. A superficie de resposta e as curvas de nivel,

geradas por esta equacao podem ser visualizadas, respectivamente na Figura 5.5.2.1

(a) e (b).
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FIGURA 5.5.2.1 — (a) Superficie quadréatica descrita pela Equacdo 5.5.2.1. (b) Suas

curvas de nivel.
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Entéo, analisando-se a Figura 5.5.2.1 pode-se dizer que ha, teoricamente,
uma regiéo de trabalho livre de interferéncias, no caso do Co.
Para Mn, a equacao que descreve a porcentagem de interferéncia € dada

pela Equacéo 5.5.2.2:

% deinterferéncia =128 + 161x (Co) + 72,7x (Co)? (equagdo 5.5.2.2)
+32,7 +149 +14,4

A Figura 5.5.2.2 ilustra a % de interferéncia versus concentragédo

normalizada de Co, segundo a Equacao 5.5.2.2.
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FIGURA 5.5.2.2 - Porcentagem de interferéncia versus concentracdo normalizada de

Co, segundo a Equacao 5.5.2.2.

Ja no caso do Mn, pode-se observar na Figura 5.5.2.2 que ha uma regido
de trabalho que apresenta um minimo de interferéncia. Essa regido esta localizada

onde a relacdo Co?*/Mn*" é de 0,03.
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5.6 Determinacédo de Co e Mn

Apos o desenvolvimento e otimizagdo do método proposto, 0 mesmo foi
empregado inicialmente na determinagédo de Co e Mn em amostras de alimentos e nos
medicamentos A e B.

Como preparo de amostras, foi avaliado um processo de extragdo com
acido diluido para amostras de tecido de ostra, arroz com legumes, Fegatelli, complexo
multivitaminico e amostras certificadas de tecido de ostra e figado bovino; além da
extracdo, avaliou-se a digestdo em bloco digestor para as amostras certificadas de
tecido de ostra e figado bovino e para a amostra do medicamento B.

No entanto, ndo se obteve éxito nas analises realizadas. Provavelmente, o
insucesso esta ligado a alguns problemas que surgiram no processo analitico, como por
exemplo, a coloracéo final das solugbes das amostras. A coloragcdo amarelada que as
solugcbes das amostras apresentaram interferiu no resultado obtido, pois estas
apresentaram altos valores de absorbancia no comprimento de onda utilizado nas
analises (426 nm), o que representa uma limitacdo da técnica utilizada. Outro fator
limitante € que essa coloracdo resultante ndo pdde ser eliminada através do uso de
H,0, visto que este € um reagente utilizado na reacao indicadora, e qualquer residuo
desse reagente influenciaria na mesma. Além desse empecilho, os digeridos das
amostras ndo puderam ser muito diluidas devido a faixa de concentracdo em que 0s
analitos estavam presentes nas mesmas.

Outro fator que pode ter contribuido para o insucesso das analises é a
possivel presenca de interferentes, pois amostras biologicas sdo extremamente
complexas e ricas em Ca e Mg (os dois principais interferentes para Co e Mn).

Diante das limitacdes citadas partiu-se para a analise de amostras de ligas
metélicas, pois has amostras deste tipo as concentracdes de Co e Mn sdo maiores que
nas amostras de alimentos, o que implica uma diluicAo maior para que as amostras
pudessem ser analisadas espectrofotometricamente no sistema FIA desenvolvido e,
consequentemente, o problema de coloracéo fosse eliminado. Além disso, as amostras
nao contém Ca e Mg que sao interferentes no método desenvolvido.

Como esperado, apos a diluicdo dos digeridos das ligas metélicas ndo se

observou coloragao nas solucdes a serem analisadas.
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No entanto, durante as analises das amostras de acgo foi visivel a
formacdo de um produto de coloracdo vermelha, o que evidencia uma provavel
interferéncia do Fe?, pois este fon forma um complexo de mesma coloracdo com a 2,2-
bipiridina. No estudo da avaliagdo de interferentes o Fe ndo se apresentou como
potencial interferente pois 0s niveis de concentracdo estudados foram baseados
naqueles presentes nas amostras de alimentos e a amostra de ago € constituida em
sua maioria por Fe o que resulta numa concentracdo extremamente alta e interferente
no sistema, tornando inviavel a analise de amostras deste tipo.

Ja na analise da liga de Ni ndo se observou formacdo de produto com
coloracdo diferente do produto de oxidacdo do Tiron, mas as concentracdes
encontradas ficaram extremamente acima daquelas obtidos por FS-FAAS. Este
resultado pode ser explicado pela interferéncia positiva do Ni, pois assim como no caso
do Fe, os niveis de concentracdo de Ni estudados na avaliacdo dos interferentes foi
muito inferior aquela presente na amostra da liga de Ni. Na tentativa de eliminar esta
interferéncia, realizou-se a precipitacdo do Ni com o reagente especifico DMG. No
entanto, na andlise da solucdo resultante apés a precipitacdo do Ni** ndo foi possivel
guantificar os ions Co e Mn, pois estes podem ter ficado adsorvidos no precipitado ja
gue 0s mesmos encontravam-se em quantidade muito inferior quando comparados ao
Ni.

Outra estratégia testada para quantificar Co e Mn na amostra Ni 200 foi o
método de compatibilizacdo de matriz, o qual é utilizado apenas quando se conhece a
composicao total da amostra. Considerando-se que a interferéncia estaria sendo
causada pela alta concentracdo de Ni devido a este ser 0 componente majoritario da
liga, este ion foi adicionado as solucdes da curva analitica na mesma concentracédo da
amostra. No entanto, ndo se obteve sucesso na quantificacdo dos analitos de interesse,
possivelmente pela presenca de alguns outros constituintes da amostra, tais como Cu,
Cr e Si que nao foram adicionados as solu¢des da curva analitica.

Devido aos fatos ocorridos com as amostras analisadas até esta etapa,
foram avaliadas mais duas amostras (7 e 12, ver detalhes na Tabela 4.4.1) na tentativa
de quantificar Co e Mn.

Inicialmente as amostras foram analisadas por FS-FAAS e os limites de

deteccdo (LOD) (n = 10) e quantificacao (LOQ) (n = 10) calculados foram
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respectivamente 3,9 e 13,2 ug L™ para Co e 110 e 366 ug L™ para Mn. Os teores
médios de Co e Mn nas amostras analisadas encontram-se na Tabela 5.6.1.

TABELA 5.6.1 - Teores médios de Co e Mn e desvios-padrdo (n=3) nas amostras de
medicamentos B e D obtidos por FS-FAAS.

Amostra Co Mn

Medicamento B 358*+ 7
Medicamento D 0,37** + 0,01 104** + 1

*mg Kg™

**mg L

A partir dos resultados obtidos por FS-FAAS fez-se a diluicdo das
amostras (conforme descrito no item 4.10.3) para que estas fossem analisadas
utilizando-se o método desenvolvido.

Inicialmente construiu-se uma curva utlizando os dois analitos
simultaneamente, e os teores medios de Co e Mn encontrados nas amostras de
medicamentos B e D ndo foram concordantes com aqueles encontrados utilizando-se a
técnica FS-FAAS.

Entdo, empregou-se o método da adicdo de padrdo para Co e Mn
separadamente na amostra do medicamento D (ver mais detalhes no item 4.10.3). O
teor de Co encontrado através deste método (2,78 mg L™) foi muito diferente daquele
obtido por FS-AAS (0,37 mg L™ , no entanto, o teor de Mn (90,1 mg L™) foi proximo ao
valor obtido por FS-AAS (104 mg L™).

Visto que nos estudos de interferentes o Co apresentou-se como
interferente do Mn e vice-versa, prop6s-se o emprego de curvas analiticas elaboradas
com os padrbes de Co e Mn individualmente na determinacdo destes analitos nas
amostras dos medicamentos B e D. As curvas foram construidas separadamente
(proposta 1: alcas L; e L3 sendo preenchidas pela mesma solugdo-padréo, ou Co ou
Mn) e também de modo sequencial (proposta 2: a solucdo de Co preenchendo a alca

de amostragem L e a solucéo de Mn preenchendo L3).
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A Figura 5.6.1 ilustra os sinais analiticos obtidos na determinacéo de Co e
Mn nas amostras de medicamentos B e D pela proposta 1 e a Figura 5.6.2 a

determinacdo realizada através da proposta 2 nas mesmas amostras.
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FIGURA 5.6.1 - Fiagrama obtido na analise das amostras de medicamentos B e D, utilizando-se curvas analiticas individuais

(proposta 1).
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FIGURA 5.6.2 - Fiagrama obtido na andlise das amostras de medicamentos B e D (proposta 2).
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Na Figura 5.6.1, pode-se observar que o0s brancos analiticos
apresentaram pequenos valores de absorbancia. Isso se deve, provavelmente, a
diferenca no indice de refracdo da solu¢do quando comparada a solucéo carregadora.
Entdo, para a correta quantificagcdo dos analitos, o valor da absorbancia referente ao
branco foi subtraido dos valores de absorbancia encontrados para os sinais transientes
referentes ao Co e ao Mn. Os limites de deteccdo (LOD) (n = 10) e de quantificacéo
(LOQ) (n = 10) calculados foram respectivamente 0,083 e 0,28 ug L™ para Co e 7,18 e
23,9 pg L™ para Mn.

A mesma observacao da Figura 5.6.1 quanto ao branco analitico pode ser
feita para a Figura 5.6.2. Neste caso, 0os LOD (n = 10) e LOQ (n = 10) calculados foram
respectivamente 0,055 e 0,18 pug L™ para Co e 9,76 e 32,5 pug L™ para Mn.

Os teores meédios de Co e Mn obtidos através das propostas 1 e 2
encontram-se na Tabela 5.6.2.

TABELA 5.6.2. Teores médios e desvios-padrao (n=3) de Co no medicamento B e de

Mn no D obtidos pelo método desenvolvido.

[Co] £ SD [Mn] £ SD
Amostra
Proposta 1 Proposta 2 Proposta 1 Proposta 2
Medicamento B 349* + 17 336+ 11
Medicamento D 106** + 9 105** + 9
*mg kg™
**mg L

O medicamento D contém os dois analitos, mas o teor médio para Co foi
discordante do obtido por FS-FAAS provavelmente devido a interferéncia do Mn e
outros possiveis interferentes que estivessem presentes na amostra. J4 para Mn, o
valor encontrado foi concordante com aquele obtido por FS-FAAS.

No caso do medicamento B, o teor médio obtido foi concordante com
aquele obtido por FS-FAAS, pois esta contém apenas Co, ficando livre de possiveis

interferéncias quimicas.
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Entdo, fica evidente através da analise da Figura 5.6.1 que o Co ndo
interfere de modo significativo no sinal do Mn, visto que na curva analitica do Co néo ha
0 segundo sinal que seria referente a alca de amostragem utilizada na determinacéo de
Mn, isto se deve ao bloqueio da catdlise do Co pela 2,2-bipiridina. Mas a mesma
afirmacdo ndo pode ser feita para o Mn, pois pode ser observado na curva analitica
deste analito que mesmo que a solucdo analitica ndo contenha Co, € gerado um sinal
transiente referente a alca de amostragem onde seria determinado o Co, 0 que indica a
interferéncia desse analito no sinal do mesmo.

A exatiddo do método, portanto, foi avaliada através da comparacao dos
dois métodos de analise: o0 método desenvolvido e 0 método de FS-FAAS. Quando o
objetivo € comparar dois métodos, aplica-se o teste-t pareado. Se este teste é aplicado
para amostras iguais, efetua-se inicialmente o teste F para avaliar se os desvios
padroes dos dois métodos sdo comparaveis e, caso sejam, parte-se para o teste-t
propriamente dito [58].

Primeiramente foram realizados testes F para a amostra de medicamento
D analisada pelas duas propostas. O teste F foi realizado empregando-se a equacao
5.6.1. Se o valor de F calculado for menor do que 1, deve-se inverter os fatores para

gue esse valor seja sempre maior do que 1.

= Z(Xil B )_(1)2/g|1
Z(Xiz _iz)z/glz

gl= graus de liberdade

(equacéo 5.6.1)

Proposta 1: Fcaculado= 103,7

Proposta 2: Fcaculado= 96,2

Fabelado(2,2,95%)= 19

Como em ambas propostas o valor de Fcacuado € mMaior que 0 Fiapelados
significa que os métodos empregados (FS-FAAS e proposto) ndo possuem desvios
padrdo comparaveis, portanto, ndo se pode realizar o teste-t pareado nestes casos.
Embora ndo possamos expressar estatisticamente que os teores de Mn na amostra 12

ndo diferem ao nivel de confianga 95%, pode-se observar que a faixa de concentracao
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obtida pelos métodos proposto 1 (97-115 mg L™), proposto 2 (96-114 mg L) e FS-
FAAS (103-105 mg L™) sdo extremamente proximas e que portanto, os valores sdo
concordantes entre si.

Da mesma maneira que para a amostra do medicamento D, inicialmente
foi realizado o teste F para a amostra do medicamento B com o objetivo de avaliar se 0s
desvios padréo obtidos nos dois métodos sdo comparaveis.

O teste F foi calculado utilizando-se a equacao 5.6.1.

Proposta 1: Fcaculado= 5,93

Proposta 2: Fcaculado= 2,37

Frabelado(2,2,95%)= 19

Como o valor de Fcaculado € Menor que 0 F iapelado Para as propostas 1 e 2
entdo, pode-se dizer que os métodos (proposto 1 e FS-FAAS; proposto 2 e FS-FAAS)
possuem desvios padrdo comparaveis e os dados podem ser combinados para obter-se

um desvio padréo geral (equacéo 5.6.2).

(equacao 5.6.2)

SD = \/Z(Xil_il)z +Z(Xi2 _)_(2)2
N1+N2 -2

N= numero de réplicas

O desvio padréo geral calculado foi de 13,2 para a proposta 1 e FS-FAAS;
e de 9,17 para a proposta 2 e FS-FAAS. Estes valores foram utilizados na determinagao

de t segundo a equacéo 5.6.3.

(X, —X5) y (N;xN;)
SD (N; +N,)

tt = (equacao 5.6.3)

Proposta 1: tcaculado= 0,86
Proposta 2: tcaculado= 3,00
ttabelado(4, 95%)= 2,776

tiabelado(4, 9996)= 4,604
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Para a proposta 1 o valor de tcacuiado fOi igual a 0,86 e 0 valor de tupelado
495%) € de 2,776. Como o valor de tcacuiado < ttabelado, POde-se afirmar que os teores de
Co obtidos pelo método proposto 1 e por FS-FAAS nao diferem estatisticamente ao
nivel de confianca 95%. J& para a proposta 2, o valor de tcacuiado fOi igual a 3,00 e 0
valor de tapelado (4,99%) € de 4,604. Como o valor de teaculado < ttabelado, POdE-Se afirmar que
os teores de Co obtidos pelo método proposto 2 e por FS-FAAS nao diferem

estatisticamente ao nivel de confianga 99%.
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6 Conclusoes

A partir da cinética diferencial dos analitos na reacdo indicadora foi
possivel o desenvolvimento de um sistema FIA com deteccdo espectrofotométrica para
determinacdo sequencial de Co e Mn. Neste sistema, a determinagdo sequencial foi
realizada em comprimento de onda fixo, pois 0s produtos resultantes da catalise tem
absorbancia maxima na mesma regido de comprimento de onda.

As concentracdes 6timas dos reagentes encontradas apdés a execucao
dos planejamentos experimentais foram: Tiron = 5,0x10° mol L™; H,0, = 25x10™ mol L™
e NaOH = 1,0 mol L™.

O reator de C, de 300 cm aumentou a sensibilidade analitica para ambos
analitos quando comparado ao reator de 150 cm.

A utilizacdo de planejamentos fatoriais no estudo de interferentes permitiu
uma rapida e ampla avaliacdo de possiveis interferentes além de possibilitar a
avaliacdo de possiveis interacdes entre 0os concomitantes presentes nas solucdes de
estudo. Os interferentes estatisticamente significativos para o Co foram o Ca e o Mn. Ja
para Mn, o Co foi o Unico interferente estatisticamente significativo de acordo com as
razdes concomitante/analito estudadas. No entanto, apesar de estatisticamente nao
serem significativos, Ca e Mg também séo interferentes; apresentando altos valores de
interferéncia negativa.

O método desenvolvido ndo pode ser aplicado a amostras de alimentos e
ligas metalicas devido a problemas de interferéncia; sendo que estes ndo puderam ser
eliminados com a utilizacdo do método de adi¢cbes de padrdo a algumas dessas
amostras.

A exatiddo do método foi avaliada por comparacdo com a técnica de FS-
FAAS.

Para o método desenvolvido, os LOD e LOQ calculados foram,
respectivamente 0,055 e 0,18 ug L™ para Co, 9,76 e 32,5 ug L™ para Mn; e a frequéncia

de amostragem foi de 25 amostras h™.
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Dentro das limitagbes do método e problemas surgidos, o método
mostrou-se com boa repetibilidade, rapido e com baixo custo para determina¢fes de Co

e Mn em amostras farmacéuticas.
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