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RESUMO

CONSTRUCAO E APLICACAO DE UM TURBIDIMETRO / NEFELOMETRO
MICROCONTROLADO PORTATIL. A necessidade de um equipamento portatil,
simples, de baixo custo e com boa sensibilidade para analises turbidimétricas e/ou
nefelométricas de modo praticamente simultdneo motivou o desenvolvimento da
presente dissertacdo de mestrado. Com esse equipamento, foi possivel a realizagao
de determinagdes de substancias quimicas de interesse (analitos) in-situ e em tempo
real. Esse tipo de determinacdo é requerido principalmente em situacdes onde o
deslocamento ao local € dificil, ou até mesmo, em circunstancias nas quais as
caracteristicas fisico-quimicas das amostras devem ser rigorosamente inalteradas.
Neste contexto, o equipamento foi aplicado na determinagéo de sulfato em aguas de
lago com analise em tempo real e no local de coleta. Analitos de interesse como N-
acetilcisteina, captopril e tiamina em amostras farmacéuticas e potassio em bebidas
também foram determinados com o emprego da instrumentagcdo desenvolvida. O
equipamento, intitulado PMTN (do inglés Portable Microcontrolled Turbidimeter
Nephelometer), € composto principalmente por LEDs (do inglés Light Emitting
Diodes), fototransistores como sensores Opticos e um microcontrolador PIC
(Peripherical Interface Controller) como unidade de processamento, controle e
aquisicdo de dados. O PMTN foi devidamente testado e calibrado conforme as
normas exigidas pela ISO 7027 para equipamento a base de LEDs como fonte de
radiacdo. Devidamente calibrado, o PMTN foi aplicado para determinagdes dos
analitos supracitados e comparado com os métodos de referéncia ou métodos
validados para cada analito descritos na literatura. Em todas as aplicagbes, os
resultados obtidos empregando-se o equipamento foram concordantes a um nivel de
confianga de 95 %. Os limites de detecgéo e de quantificagdo para a determinagao
dos diversos analitos foram compativeis e em alguns casos melhores que os
encontrados na literatura. Em média duas décadas de faixa linear de concentracéo e
uma reprodutibilidade (RSD) menor que 3,0 % com erros relativos em média

menores que 5,0 % também foram obtidos.
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ABSTRACT

CONSTRUCTION AND APPLICATION OF A PORTABLE MICROCONTROLLED
TURBIDIMETER NEPHELOMETER. Development of a portable, simple and
inexpensive equipment with adequate sensitivity for turbidimetric and/or
nephelometric sequential analyses practically simultaneous is the aim of this study. In
fact, in-situ and on-line analysis of chemical substances of interest (analytes) can be
accomplished. This is requested mainly in situations in which the place is difficult to
access or even in circumstances in which the physical- chemical characteristics of
the samples should be unchanged. Thus, the equipment was applied in- situ sulfate
determination in lake samples. Analytes of interest such as N-acetylcysteine,
captopril and thiamine in pharmaceutical samples and potassium in isotonic
beverages were also analyzed with the developed instrumentation. The PMTN
(Portable Microcontrolled Turbidimeter Nephelometer) is made of LEDs (Light
Emitting Diodes) as radiation sources, phototransistors as optical sensors and a PIC
microcontroller (Peripherical Interface Controller) as processing unit for control and
data acquisition. The PMTN was tested and calibrated properly according to the
norms establish by ISO 7027 for equipment base on LEDs as radiation source. The
PMTN was applied to determine the concentration of analytes and compared with the
reference or validated methods for each analyte, as described in the literature. In
general, results agreed at the 95% confidence level were obtained. The detection
limits and quantification for the determination of the several analytes were agreed
with in some better cases than those found in the literature. On average, the PMTN
furnished two decades of linear range of concentration and a reproducibility (RSD)

lower than 3.0 % with an average error of less than 5.0 % were also obtained.
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Capitulo 1:

Introducao



1-Introducgao

1.1 - Fundamentacao teérica

A radiacdo eletromagnética e suas propriedades fornecem
embasamento tedrico para muitos fendbmenos descritos nessa dissertagdo de
mestrado e, portanto, é necessaria uma breve elucidagdo de suas principais

caracteristicas’.

1.1.1 - Radiagao eletromagnética (REM)

A REM pode ser definida como uma forma de energia que se propaga
de um ponto a outro em um meio material. Em determinadas situagcdes, pode
apresentar caracteristicas de onda (ondulatérias), como interferéncia e
espalhamento ou de particula (corpusculares) como efeito fotoelétrico e absorgéo
molecular, apresentando, portanto, um comportamento dual. A fisica classica
considera a REM como sendo composta por ondas e a fisica moderna como
composta por particulas, cada uma dessas observam suas propriedades em
diferentes fendbmenos e em situacdes distintas nas quais cada teoria € melhor
definida®.

A definicao classica da REM a representa como sendo uma onda que
possui um campo elétrico (E) e magnético (B) que oscilam de forma senoidal em
planos ortogonais entre si e em relagdo ao plano de propagacao da onda em fase,
como sao mostrados na Figura 1.1.1 a seguir:

Campo elétrico, E TY

Campo Magnético, B

*

Eixo de propagacdo

FIGURA 1.1.1 - Propagacéo da radiagéo eletromagnética.



O movimento ondulatério é caracterizado por alguns pardmetros como
comprimento de onda (1), periodo (p), frequéncia (v), velocidade da onda (V), sendo
que no vacuo a velocidade de uma onda independe de v e alcanga o seu valor
maximo em 299. 792. 458 m / s, indice de refragdo (n), amplitude (A) e poténcia
radiante (P).

As propriedades corpusculares da REM sao definidas e explicadas por
alguns experimentos que comprovam sua interagdo com a matéria. Os fendmenos
de efeito Compton, efeito fotoelétrico, absor¢gédo e emissao de radiagado por um atomo
ou por uma molécula (absor¢ado e emissdo atdbmica e molecular) sdo exemplos dos
fendmenos que caracterizam a teoria corpuscular da REM. Segundo a teoria
moderna, a REM é constituida por pacotes de energia denominados de fétons, cuja

equacgao € a seguinte:

E = hv (equagao de Planck) Equacéo - 1.1.1

Sendo h a constante de Planck (h = 6,6256 x 10 J s) e v a freqliéncia
de radiagéo (em s ou Hz).
Concernente as discussdes referidas acima, o comportamento dual € um
fato comprovado e a REM apresenta diferentes comportamentos mediante a
natureza do fendmeno experimental observado.
Ao longo da presente dissertagdo de mestrado ambos os
comportamentos ondulatérios e corpusculares sdo observados, pois os fendmenos
de espalhamento devido a presenca de particulas em suspensido e absor¢cao de

REM por moléculas absorventes sao corriqueiramente estudados.

A seguir € mostrado na Tabela 1.1.1 o espectro das REMs descritas na
presente dissertacao.



TABELA 1.1.1 - Espectro eletromagnético e fendmenos associados®.

Comprimento Frequéncia (v) em o
REM de onda (A) Hertz (Hz) Transigao
Raios-y < 0,05 A° >6,0x 10" Nuclear

Raios-X  0,05-100A° 30x10®-g0x 10 Elietons K el fortemente
’ ’ ’ atraidos pelo nucleo

Ultra-violeta ~ 10—-400nm  7,5x 10" —3.0x 10'® Elétrons de media atracao
e elétrons de Valéncia

Visivel 400-770nm 3,9x10"™-75x10™ Elétrons de valéncia

Vibragdo molecular a

11 14
Infravermelho 0,77 — 1000 um 3,0x 10" -3,9x 10 rotacdo molecular

Microondas 1-300mm  1,0x10°-3,0x 10" Rotacdo molecular
Onrngode > 300 mm <1,0x10° Elétrons e spin nuclear

As regides definidas como visivel e infravermelho do espectro
eletromagnético apresentadas na Tabela 1.1.1 constituem o principal foco das
discussdes encontradas na dissertacao, pois fornecem o embasamento tedrico para
a descrigao das técnicas Opticas de analises aplicadas no presente trabalho.

A seguir € dada uma breve descricdo do conceito de complementar.
Discutido no admbito da radiacao visivel, o conhecimento desse conceito é de
fundamental importancia para a interpretagdo de muitos fenbmenos de absorcgao.
Nesse trabalho, esse conceito sera aplicado no estudo dos interferentes em

potencial.
1.1.2 - Cor complementar™ **

A luz branca que enxergamos € composta por radiacdes de varios
comprimentos de onda, sendo assim chamada de luz policromatica, como a luz do
sol ou aquela emitida por um filamento incandescente de tungsténio em uma
lampada. A luz antes de chegar aos nossos olhos é parcialmente absorvida e
refletida pelas substancias e objetos que visualizamos. A cor que enxergamos é a
luz complementar da luz branca, ou seja, se o objeto € azul (vemos o objeto azul) ele

absorve com maior intensidade a luz entre 465 - 482 nm (amarela) e absorve menos



os demais comprimentos de onda, sendo refletida assim com maior intensidade a luz
azul. Na Tabela 1.1.2 é mostrado esse conceito para as demais cores da regido do

visivel.

TABELA 1.1.2 - Radiagbes do espectro visivel e a correspondente cor complementar

(absorgé&o mais intensa).

Faixas de A(nm) Cor visualizada Principal absorgao
400 — 465 Violeta Verde-amarelo
465 — 482 Azul Amarelo
482 — 487 Azul-esverdeado Alaranjado
487 — 493 Turquesa Vermelho-alaranjado
493 — 498 Verde-azulado Vermelho
498 — 530 Verde Vermelho-purpura
530 — 559 Verde-amarelado Parpura-avermelhado
559 — 571 Amarelo-verde Purpura
571 -576 Amarelo-esverdeado Violeta
576 — 580 Amarelo Azul
580 — 587 Laranja-amarelado Azul
587 — 597 Alaranjado Azul-esverdeado
597 — 617 Laranja-avermelhado Turquesa
617 — 780 Vermelho Turquesa

A cor complementar € um conceito importante para que o analista
saiba e compreenda previamente em que regido da radiagao visivel os experimentos
devem ser conduzidos de forma rapida e pratica. Entretanto, para determinar o
comprimento de onda de maxima absor¢cdo de uma substancia com apreciavel
exatiddo, o analista pode recorrer a uma analise espectrofotométrica e registrar um
espectro de absor¢do da substdncia em estudo. A seguir € mostrada uma

classificagao dos métodos espectroquimicos.
1.1. 3 - Métodos Espectrométricos®

A espectroscopia € um termo da ciéncia que detalha a interagdo dos
diversos tipos de radiagao eletromagnética com a matéria. Essa interagao pode estar
relacionada com uma variedade de fendmenos fisico-quimicos. Entretanto, esses
métodos podem ser classificados em cinco classes principais, quatro dessas sao

baseadas na determinagao direta da radiagdo eletromagnética (REM) e a outra é



chamada de método indireto, o qual usa propriedades n&o-Opticas para obter
informacdes a respeito dos fendmenos épticos, como mostrado na Tabela 1.1.3.

TABELA 1.1.3. Classificagdo dos métodos espectroquimicos.

Classe Fenomeno medido Exemplos deTécnicas
Emissao Poténcia da radiagéo emitida, ®g SIS IeCrrF1)chama €
Absorbancia ou razéo entre poténcia Absorcao atbmica e
Absorgao incidente e transmitida, A= absorg¢ao no UV-Vis e
—log (P/Dy) IR
Fluorescéncia e
fosforescéncia

Poténcia da radiacao

) molecular,
luminescente, &,

quimioluminescéncia e
fluorescéncia atbmica

Luminescéncia

Poténcia da radiagao Turbidimetria,
espalhada, Ok nefelometria e
espalhamento Raman

Espalhamento

Indireto Variagao de indice de refragao, Fotoacustica e
ondas acusticas, corrente ibnica fotoionizacao
ICP = Sigla em inglés referente a Inductively Coupled Plasma (Plasma indutivamente

acoplado). UV-Vis e IR = Ultravioleta — Visivel e infravermelho.

Emissdao — As espécies do analito emitem especificas radiacoes
eletromagnéticas em resposta a algum estimulo de excitagdo realizado em uma
etapa anterior. Esta excitacdo pode ser estimulada por diversas formas dando
origem as diferentes técnicas de emissdo. Conforme as técnicas apresentadas na
Tabela 1.1.3.

Absorcao — Neste caso, as espécies absorvem a REM emitida por uma
determinada fonte de radiagao causando uma atenuacdo da mesma. De acordo com
o tipo de espécie absorvente e de radiacdo envolvida dar-se origem as técnicas
como absor¢ao atdmica e molecular no UV-Vis ou no IR.

Luminescéncia — E um grupo de técnicas baseadas na radiacéo
emitida por uma espécie excitada, geralmente por uma fonte de radiagdo ou por uma
reacao quimica. As principais técnicas sao citadas na Tabela 1.1.3.

Espalhamento — Quando o fenbmeno de interesse esta associado a
medidas diretas ou indiretas da intensidade de radiacédo espalhada por uma solucéo,

sem alterar a frequéncia da radiagao incidente (espalhamento elastico), tem-se a



turbidimetria e a nefelometria. Por outro lado, a espectrofotometria Raman utiliza
principalmente a radiag&o inelastica produzida pela interacdo entre a matéria e a
REM (quando a frequéncia da REM incidente é alterada). O espalhamento elastico
de REM por pequenas particulas, de mesma ordem de grandeza do comprimento de
onda da radiag&o incidente € chamado de espalhamento Rayleigh. Nesse contexto,

sera dada énfase para turbidimetria e nefelometria.
1.1.3.1 - Analise Turbidimétrica

A turbidimetria® é uma técnica Optica essencialmente quantitativa
baseada na atenuagio da radiagao incidente devido ao espalhamento da REM por
particulas que se encontram em suspensdo em um meio ndo absorvente. Para ser
considerado um turbidimetro, o instrumento dever ter o detector posicionado em
linha reta (180°) em relagdo a fonte de radiagdo utilizada.

Para que ocorra o fendbmeno de espalhamento de REM, as particulas
em suspensdo devem possuir dimensdes da ordem de grandeza do comprimento de
onda da radiaggo incidente, normalmente com comprimento entre (10° e 10° m).
Este espalhamento é proporcional a quantidade (concentragdo) das particulas que
se encontram em suspensao’.

As medidas turbidimétricas tém como principais variaveis: comprimento
de onda da radiagcado incidente, tamanho e forma das particulas e quantidade de
matéria em suspensdo. A expressdo que relaciona a intensidade da radiacéo

incidente com o coeficiente de turbidez é dada por®:

I =1, "

Sendo, | a intensidade da radiacdo emergente, lp a intensidade da

Equacgédo — 1.1.3.1

radiagcdo incidente, t a turbidez, ou coeficiente de turbidez e r o caminho 6ptico. O

coeficiente de turbidez € um termo definido por:

_1lem

T=——
3

Rgp° Equagdo-1.1.3.1a

Sendo Rqy- 0 angulo ou espalhamento Rayleigh, determinado pela

Equacéao 1.1.3.1b.



Ir2 srta?

I, A

(1 + cos8?) = Ry(1 + cos 68%) Equagdo —1.1.3.1b

Sendo, a a polarizabilidade da radiagao (constante para uma fonte
estavel), A o comprimento de onda da radiacéo incidente, 6 o angulo de medida
(geralmente 90° ou 180°) e Ry (1 + cos 82) € conhecido como razéo de Rayleigh.

De acordo com as Equacdes 1.1.3.1a e b mantendo-se os devidos
fatores constantes, o coeficiente de turbidez para uma determinada suspensao é
mantido inalterado ao longo das analises e, portanto, a intensidade da radiagao
incidente varia apenas com a quantidade de matéria.

Correlacionando a Equacdo 1.1.3.1 com a lei de Lambert-Beer " para
absorcao, pois a turbidez é freqientemente linear para uma determinada faixa de

concentragdo C, tem-se:

S=—logi=K bC

p Equagado — 1.1.3.1c
0

Sendo, S a absorbéancia e k;, o coeficiente de partigéo, onde:

.
Kp = 2’3036 Equacéo — 1.1.3.1d

Com uma dada solugao padrao se determina a razao | / I, pois b é fixo
e C é conhecido. Uma curva analitica € normalmente utilizada para se determinar a
concentracdo da espécie de interesse C que esta relacionada com o coeficiente de
turbidez 1.

Para que uma suspensao seja um padrao turbidimétrico € necessario
gue a mesma possua uma homogeneidade de tamanho das particulas semelhantes
as encontradas nas amostras reais, de modo que as analises das solu¢gdes padrao
sejam representativas das amostras. Uma suspensao padrdo normalmente utilizada

para calibragdo de particulado em agua é a formazina’.



1.1.3.2 - Analise Nefelométrica

Diferentemente da turbidimetria, que é uma técnica baseada na
atenuacao da radiagdo incidente devido a particulas em suspenséao, a nefelometria é
uma técnica que mede a quantidade de radiacdo espalhada que chega ao detector
localizado a um angulo de 90° em relagéo a fonte de radiagdo’ % °.

Como pode ser visto na Equagdo 1.1.3.1c para a turbidimetria, a
intensidade da radiacao incidente ndo € proporcional a concentragao, e sim o termo
—log (I / 1p). Assim como | e lp variam proporcionalmente, um aumento na intensidade
da fonte ndo aumentara o sinal analitico turbidimétrico. Todavia, para analises
nefelométricas, existe uma relagao linear entre a intensidade da radiagcao incidente

(lp) e a concentragdo, como mostrado na seguinte equacgao:

[=KIC

Equagédo —1.1.3.2

Sendo K uma constante para um dado equipamento. Dessa forma,
quanto mais intensa for a radiagao incidente, maior sera a magnitude da radiagéo
espalhada que atingira o detector localizado a 90° em relagdo a fonte de REM.
Contudo, a sensibilidade do método analitico ndo depende exclusivamente da
poténcia da radiagdo incidente e da sensibilidade do sensor, mas também das
caracteristicas da suspensdo, como a forma e o tamanho das particulas em
suspensdo. Nao obstante, a analise nefelométrica é indicada para suspensoes

diluidas, enquanto analise turbidimétrica para as suspensdes mais concentradas® ®.

1.2- Instrumentagcao convencional utilizada nas determinagdes

turbidimétricas e nefelométricas™>°

A instrumentacdo aplicada nas determinacbes turbidimétricas é
semelhante aquela adotada para as medidas de absor¢cdo molecular UV-Vis com
comprimentos de onda geralmente entre 400 - 470 nm para os equipamentos
convencionais. Em equipamentos mais modernos, as determinagdes sao feitas
naquele intervalo de comprimento de onda ou na regido do Infravermelho (IR),

geralmente préximo a 800 nm, conforme a necessidade do analista®. Todavia, para
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nefelometria a configuragéo é um pouco diferente, o detector deve estar localizado a
um angulo de 90° em relacdo a fonte de radiag&o, portanto a instrumentagédo é
semelhante a utilizada em equipamentos de fluorescéncia molecular. Contudo, a
regido espectral de anadlise € similar aquela empregada nas determinagdes
turbidimétricas. Assim, salvo poucas diferencas, os equipamentos apresentam de
forma geral, uma fonte de radiagao estabilizada (1), um seletor de comprimento de
onda (2), um dispositivo para conter a amostra (cubeta) — (3), um fotodetector (4) e
um dispositivo para aquisicdo de dados, interface e comunicagdo maquina-usuario

(5), conforme visto no diagrama da Figura 1.2.

Aquisicao de dados (5)
Detector 90° (4)
N
N l// ‘\%
Seletor de Espectro

comprimento de onda

()]

Fonte de

Cubeta (3)

radiagdo (1)

Detector 180°(4)

FIGURA 1.2 - Diagrama de blocos de instrumentos convencionais.

1.2.1 - Fontes de radiagao

A fonte de radiacdo deve ser necessariamente estabilizada para n&o
ocorrer oscilagbes da intensidade da REM ao longo das analises. Isso pode
acarretar erros significativos e prejudicar a confiabilidade dos resultados. Além da
estabilidade requerida, uma fonte de REM deve ter poténcia suficiente para garantir
satisfatéria luminosidade sobre a superficie do detector.

As fontes de REMs” s&o classificadas como continuas, aquelas que
emitem radiagdes com diversas frequéncias (lampada com filamento de tungsténio —
Vis -IR, lampadas de deutério e lampadas de arco de xendnio e argbnio — UV-Vis) e
as fontes de linha, aquelas que emitem um numero limitado de radiagcbes de
diferentes frequéncias (lampadas de catodo oco usadas em espectrofotdmetros de
absorcao atbmica). Além dessas, novas fontes de REM com alta tecnologia tém sido

desenvolvidas como LASER (do inglés, Light Amplification by Stimulated Emission of
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Radiation) e diodos emissores de luz (LEDs, do inglés Light Emitting Diodes) para a
regidao do visivel e infravermelho.

As fontes supramencionadas podem operar em dois regimes de tempo,
0 modo pulsado e o continuo por meio de um sicronizador adequado.

Sera dada énfase em seguida as fontes de radiagéo a base de LED,
fontes de REMs utilizadas na construgao do equipamento proposto neste trabalho de

mestrado.

1.2.1.1 - Definigcdo e funcionamento dos diodos emissores de luz *

LED é um dispositivo semicondutor eletroluminescente que quando
submetido a passagem de corrente elétrica emite REM em uma estreita faixa de
frequéncias. Esse é caracterizado por possuir uma jungao p-n (excesso (p) — falta de
elétrons (n) em relagdo a camada de valéncia). Algumas dopagens tipo p sao Al, Ga,
In, Tl e do tipo n sdo Ar, Sb quando comparadas com o semicondutor.

Uma juncao desse tipo permite assim o movimento dos pares elétrons-
buracos (semicondutor com excesso e regido com falta de elétrons) e o0 movimento
dos elétrons na direcdo inversa sempre que o dispositivo € adequadamente
polarizado. A difusdo em diregbes opostas cria uma barreira a passagem dos
portadores de carga gerando uma elevada resisténcia no dispositivo. Em outras
palavras, essa elevada resisténcia causada pelo fluxo das espécies em diregcdes
opostas cria uma corrente chamada de corrente retificada. Corrente esta que so6
existe quando um potencial é aplicado e os elétrons migram em apenas um sentido
haja vista a elevada resisténcia em percorrer no sentido contrario. Essa passagem
de corrente excita os elétrons da banda de condug¢dao formando pares do tipo
elétrons — espécies com falta de elétrons. Quando esses elétrons relaxam e
retornam aos niveis de menor energia emitem luz na forma de REM, com E = hv.

Os LEDs sao dispositivos caracterizados por emitirem REMs
praticamente monocromaticas, com largura de banda geralmente da ordem de 20
nm. Baixo custo, facilidade de aquisicdo e manuseio sdo outras caracteristicas
desses dispositivos. Para acionar um LED €& necessaria apenas uma fonte de
alimentagao que polarize o catodo (-) e o anodo (+) normalmente entre 3,0a 9,0V e
uma resisténcia para limitar a corrente geralmente na faixa de 10 — 300 mA.

Atualmente, os LEDs apresentam suficiente eficiéncia luminosa, baixo consumo de
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corrente e elevada vida util (por volta de 100.000 horas), devido principalmente aos

avangos nas ciéncias de materiais.
1.2.2 - Sistema seletor de comprimento de onda®*

Para serem utilizadas em fotébmetros ou espectrdmetros, as radiagdes
oriundas das fontes de radiacao citadas na secao anterior necessitam ser a mais
monocromatica possivel, conforme descrita na lei de Lambert-Beer. Para tal,
sistemas seletores de comprimento de onda a base de filtros Opticos (absorgéo e
interferéncia) como nos fotdmetros e colorimetros ou monocromadores (a base de
grades de difragdo, prismas ou redes holograficas) como nos espectrofotometros
podem ser utilizados. Esses ultimos sdo normalmente utilizados em equipamentos
que fazem a varredura de comprimento de onda e sdo capazes de fornecer um
espectro eletromagnético em uma faixa de comprimento de onda variavel. Contudo,
sdo0 0s principais responsaveis por encarecer diversos dos equipamentos
comerciais.

Os filtros de absorgcédo e interferéncia possuem baixa transmitancia
(geralmente entre 20 - 80 %) e apresentam uma largura de banda da ordem de 50 -
250 nm que pode ser relativamente larga para algumas aplicagdes, contribuindo
assim no aumento da substituicio dos mesmos pelos monocromadores. Os
monocromadores possuem além dos elementos dispersores de REM citados acima,
aparatos Opticos tais como lentes focalizadoras e colimadoras, fendas e arranjos de

espelhos.
1.2.3 - Dispositivo para conter a amostra (cubeta)

Os dispositivos que contém as amostras podem ser de vidro, quartzo
ou plasticos transparentes e incolores, uma vez que as analises turbidimétricas e
nefelométricas convencionais sédo realizadas geralmente no intervalo de
comprimento de ondas de 400 a 470 nm.

A cubeta deve estar sempre limpa, desengordurada e com menor
quantidade de arranhdes e ranhuras possiveis. Os arranhdes e as ranhuras
espalham a radiagao incidente e podem provocar erros experimentais. As cubetas

podem ser em fluxo ou em batelada e devem estar preferencialmente em um
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compartimento separado para evitar a avaria do equipamento nos casos de

vazamento das solugdes.

1.2.4 - Principais caracteristicas dos fotodetectores

A radiagcdo ao ser emitida pela fonte apropriada € submetida a um
sistema seletor de comprimento de onda como descrito anteriormente na segao
1.2.2, antes de interagir com o material contido na cubeta. Todavia, no caso de
LAZER e LED como fontes de REM nao ha necessidade de tal dispositivo seletor
devido a caracteristica intrinseca dos mesmos de serem praticamente
monocromaticos®. A REM emitida pela fonte interage com a amostra e atinge a
superficie foto-sensivel dos fototransdutores, produzindo uma corrente no canal
emissor'?. Atualmente, existem diversos tipos de fotodetectores que podem ser
divididos entre dispositivo foto - emissivos (fotomultiplicadoras, fototubos), dispositivo
de jungcdo p-n (fotodiodos e fototransistores), células foto-condutivas, células
fotovoltaicas e transdutores de transferéncia de carga tipo CCD do inglés, Charge
Coupled Device ou do tipo CID do inglés, Charge Injection Device.

Para que o foto-sensor seja empregado em aplicacbes analiticas é
necessario que o mesmo apresente uma relacao linear entre a intensidade da REM
incidente sobre sua superficie e a corrente gerada no canal emissor. Além disso, o
detector deve ter uma sensibilidade coerente com a aplicagdo em questao, resposta
rapida, facilidade de amplificacido e interface com outros periféricos. Outro fator
importante € que a variacdo da REM incidente sobre a superficie do detector deve
ser exclusivamente da interagdo com a matéria em analise para evitar que radiacoes
espurias sejam detectadas. Dessa maneira, 0os sensores Opticos devem ser
rigorosamente protegidos de REM externas. Entre os tipos de fotodetectores

mencionados sera dada énfase a fototransistores como sensor 6ptico.

1.2.4.1 - Fototransistores e mecanismo de funcionamento™°

No fotodiodo a absorcdo de REM dar-se-a na juncdo p-n. A REM
incidente causa uma excitagao dos elétrons da banda de valéncia para a banda de
conducgdo, levando a formacédo de pares elétrons-buracos (semicondutor com

excesso e regido com falta de elétrons). Nesse contexto, os portadores de carga
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majoritarios gerados, migram em dire¢des opostas, criando uma camada de
deplecdo com poucas cargas. Uma baixa concentragdo de portadores de carga
minoritarios presentes em cada regido movimenta-se em diregdo a camada de
juncao criando uma corrente. Essa corrente € proporcional a intensidade de luz
incidente sobre sua superficie. Em muitos casos, a carga é medida diretamente ou
convertida em voltagem proporcional a poténcia da radiagdo incidente, fazendo a
corrente transpassar por um resistor de resisténcia relativamente elevada
(geralmente de 10 kQ), dando origem aos fototransistores. Assim, sempre que for
utilizado o termo fototransistor, entende-se que o sinal analitico medido ndo € a

corrente gerada e sim a diferenga de potencial nos terminais do dispositivo.

1.2.5 - Dispositivo para aquisicdio de dados, interface e

comunicagido maquina- usuario*

Logo apos o fotodetector converter a REM incidente sobre sua
superficie, em um sinal elétrico mensuravel, este deve ser processado e
apresentado ao usuario da forma mais conveniente e pratica possivel para uma
melhor interpretacdo dos dados obtidos. Os dispositivos eletrénicos de comunicagao
mais antigos eram os registradores xy que usavam papel milimetrado para registrar
os dados obtidos. Outros dispositivos também foram e continuam sendo usados,
como osciloscopios e multimetros. Com o advento do computador, com todos os
seus periféricos, esse se tornou o instrumento de interface e comunicagdo mais
utilizado para obtencao, interpretacdo e visualizagdo dos dados. Entretanto, sera
utilizado nessa presente dissertacdo outro tipo de dispositivo para a aquisic¢ao,
interfface e comunicagdo entre o wusuario e a maquina, os chamados
microcontroladores com mostradores digitais a base de display de LCD (do inglés

Liquid Crystal Display).

1.3 - Instrumentacao especifica para determinagoées turbidimétrica

ou nefelométrica com calibragao internacional

Existem no mercado equipamentos que operam exclusivamente como
turbidimetros ou nefeldmetros''. Esses para serem comercializados de acordo com

alguns ¢6rgéos internacionais devem possuir configuragdes pré-estabelecidas e



serem devidamente calibrados. Primeiramente aplicados para determinacdo de
turbidez dos diversos tipos de aguas, agéncias nacionais de muitos paises vém
tentando padronizar, uniformizar e internacionalizar os métodos turbidimétricos e
nefelométricos para a determinagcdo de particulados em diversas amostras

213 Uma forma de padronizar'? as andlises é categorizar os muitos

aquosas
equipamentos que existem no mercado, em funcio de trés parametros importantes,
a saber: tipo de luz incidente (luz incandescente, LED ou LASER), angulo entre o
detector e a fonte de luz (90° * 200, 180 € 30 % 15 e, 0 menos comum, forward
Scatter, espalhamento posterior, detector localizado entre 90 e 180°) e a terceira é a
presenca de multiplos detectores e multiplos feixes de luz que utilizam um algoritmo
de combinagdes para obter o resultado final, os chamados multibeam (multiplos
feixes).

A Figura 1.3 mostra as configuragdes dos equipamentos com relagao

ao arranjo angular entre o detector a fonte de REM.

90 + 20°
30 +15° 90° <0 <180°

180°

FIGURA 1.3 - llustracdo mostrando o espalhamento de REM e a posi¢cao do detector

em relagao a fonte de radiacao incidente.

O padrao de turbidez utilizado para a calibracdo dos equipamentos é
outro fator importante, pois os resultados das analises podem ter um elevado
coeficiente de variagdo devido a diferentes formas de calibragdo, utilizacdo e
manipulacdo dos dados'’. Na Tabela 1.3 sdo mostrados alguns métodos

internacionalmente aceitos com as configuragdes de cada equipamento.
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TABELA 1.3 - Normas internacionais de formato, calibracido e manuseio dos dados.

Comprimento de onda

Luz branca, ou com pico  Monocromador ou emissao
de emissao entre 400- em torno de 780- 900 nm
680nm (infravermelho)

Geometria do detector

Uso de apenas um feixe de luz

Unidade de Turbidez Unidade Nefelométrica de
90 em relacdo ao feixe Nefelométrica (NTU - Formazina (FNU —
Nephelometric Turbidity Formazin Nephelometric
Unit)? Unit)°®
90" e outros angulos em Unidade de Razao Unidade de Razéao
relagao ao feixe com um Turbidez Nefelométrica Nefelométrica de
algoritmo para (NTRU - Nephelometric Formazina (FNRU -
combinagao dos Turbidity Ratio Unit) Formazin Nephelometric
resultados Ratio Unit)
o ° Unidade de Unidade de
:(Broetfojaipgle;:;krifr:tttg)r Retroespalhamento (BU- Retroespalhamento de
Backscatter Unit) Formazina (FBU- Formazin

Backscatter Unit)

Unidades de Atenuagao Unidades de Atenuagao
(AU — Atenuation Units) Formazina (FAU —
Formazin Atenuation Units)

180" (Atenuaco)

Uso de multiplos feixes de luz e detectores

90" e outros angulos em Unidade de Multiplos Unidade de Multiplos
relacéo ao feixe, com um Feixes de Turbidez Feixes Nefelométrico
algoritmo para Nefelométrico (NTMU - Formazina
combinacgao das Nephelometric Turbidity (FNMU - Formazin
respostas de cada feixe. Multibeam Unit)> Nephelometric Multibeam
Unit)

a. USEPA meétodo 180.1 define a geometria Optica para medidas usando NTU. O
detector deve estar posicionado 90" + 30 em relagcao ao feixe de luz incidente. A
fonte de REM deve ser a base de filamento de tungsténio como temperatura de
trabalho entre 2.200- 3000 K. Com formazina como padréo de turbidez (fonte:
U.S. Environmental Protection Agency, 1993)".

b. ISO 7027 define a geometria 6ptica para medidas usando FNU. O detector deve
estar a um angulo de 90° + 2.5° em relagéo ao feixe de luz incidente. Feixe esse
que deve ser emitido por um diodo emissor de luz (LED) na regido do
infravermelho entre 860 £ 60 nm. Com formazina como padrao de turbidez (fonte:

International Organization for Standardization)'®.
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c. MEBAK: Mitteleuropéishe  Brautechnische  Analysenkommission,  Central
European brew-technical analysis commission. Segundo esse 6rgao, as medidas
sao feitas utilizando monocromador com pico de emissdo em comprimento de
onda em 650 + 30 nm. O padrao de turbidez é formazina, como alternativa pode-
se utilizar estireno - divinil benzeno ou diéxido de silicio'®.

d. ASTM — International (do inglés, American Society for Testing and Materials): As
andlises devem ser realizadas com equipamento operando com lampada de
tungsténio e com o detector localizado a 90° em relagdo a mesma. O padrao de
turbidez é a base de formazina. (fonte: ASTM International, 2003a, D1889-00)"".

Além dessas unidades, tem-se a LASER Turbidity Units dada em
(mNTU), para equipamentos que utilizam LASER como fonte de REM. Esses sao

caracterizados por apresentarem elevada sensibilidade e resolucdo’.

1.4 — Introducao a sistemas microcontrolados

Os microcontroladores'® foram desenvolvidos a medida que circuitos
integrados (Cl) com uma quantidade cada vez maior de transistores foram
incorporados em uma unica unidade denominada chip. Esta unidade € a base da
tecnologia utilizada em microprocessadores. Os microprocessadores integrados a
periféricos tais como memdria, linhas de entrada e de saida, temporizadores em
elevado grau de integracdo d&do origem aos conhecidos microcontroladores.

Um microcontrolador € um dispositivo de dimensdes da ordem de
dezenas de centimetros que é capaz de realizar varias funcdes de controle, como o
faz um microcomputador. Nele esta inserido uma unidade de meméria, uma CPU
(Central Processing Unit), unidade de entrada e saida, unidade de temporizagao,
conversor analégico digital (A / D) e um programa que controla todos os periféricos
interligados as suas portas de entrada e saida.

Dentre os microcontroladores existentes no mercado, a série PIC®
(Peripherical Interface Controller) produzidas pela Microchip Technology Inc., possui
total autonomia para realizar um completo sistema digital programavel. Existem
diferentes tipos de PIC das familias 10MCU, 12MCU, 14MCU, 16MCU e 18MCU.

Cada familia difere entre si pelo numero de portas de entrada e saida, do tipo de



18

memoria FLASH, EPROM, do numero de portas, capacidade da memodria RAM e

outros aplicativos. A familia 18MCU é a Unica que possui comunicacdo USB'® 7°.

1.4.1 — Campo de aplicagdo dos microcontroladores

Microcontroladores sédo empregados no sensoriamento de parametros
fisico-quimicos®® e bioldgicos?', tendo também aplicacdo nas areas de computagio®
e engenharia eletrdnica®® . Sua utilizacdo torna muitos processos rapidos, com

maior grau de automacdo que os convencionais®® .

Assim, sistemas
microcontrolados vém ganhando espacgo, devido principalmente ao avango
tecnolégico que permitem que 0s mesmos possuam uma maior capacidade de
armazenamento, velocidade de processamento e a possibilidade de realizacdo de
multiplas tarefas simultaneamente® ?* %°. O emprego destes sistemas em quimica é
evidenciado pela reducao de tempo e de custos por analises e pela possibilidade de

miniaturizagdo devido as suas pequenas dimensées®® %',

1.4.2 - Revisao bibliografica referente ao uso de LED e PIC.

Na Figura 1.4.2 é mostrada uma ilustragdo dos diversos temas
envolvidos na presente dissertacdo de mestrado, com o intuito de formular uma

pesquisa bibliografica concisa no ambito do contexto do trabalho.

Microcontroller

Turbidimeter

Light Emitting Dio
Nephelometer

FIGURA 1.4.2 — Multidiversidade referente aos diversos campos de trabalho.

Realizando uma pesquisa no portal ISI web kownledge sobre os itens

mostrados na Figura 1.4.2, formulou-se a Tabela 1.4.2.
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TABELA 1.4.2 - Pesquisa realizada para o periodo de 1970 - 2009 explorando as
palavras chaves de forma individual, aos pares e em trio. Os valores entre
parénteses sdo os resultados das pesquisas em numeros de artigos encontrados. O

simbolo (/) significa o uso de uma ou outra palavra utilizada na pesquisa.

Individual Em pares
Microcontroller (1476) Microcontroller / PIC - LED (97)
Microcontrolled - analytical (20) LED - Spectrophotometer (85)
LED (112.116) LED - Photometer (67)
Spectrophotometer (6487) Microcontrolled photometer (8)
Photometer (2822) Microcontrolled spectrophotometer (5)
Turbidimeter (122) Microcontroller / PIC turbidimeter (0)
Microcontroller PIC 16F877 (8) Microcontroller / PIC nephelometer (0)
Microcontroller PIC 18F4550 (0) LED turbidimeter (1)
Nephelometer (663) LED nephelometer (6)
Em trio

Microcontroller - LED - photometer (6)
Microcontroller - LED - Spectrophotometer (2)
PIC- LED- photometer (3)
PIC- LED- Spectrophotometer (2)
Microcontrolled / PIC - LED- turbidimeter / nephelometer (0)

Fonte: web of sciencezs, ultimo acesso em 15 de maio de 2009.

Como pode ser observado na Tabela 1.4.2, poucos sao os trabalhos na
area de instrumentacao analitica que utilizam microcontroladores como unidade de
processamento e aquisicdo de dados, principalmente em equipamentos que
empregam analises turbidimétrica e nefelométrica. Dentre os poucos trabalhos que
abordam sistemas portateis de baixo custo constituidos por esses dispositivos, a
totalidade utiliza microcontroladores baseados na comunicagéo serial RS232 (como
os microcontroladores PIC da familia 16MCU) que n&o mais acompanham os
microcomputadores mais modernos?" 2933,

Ha descrito na literatura equipamentos que utilizam LED como fonte de
radiacdo em fotdmetros ou em espectrofotbmetros, entretanto, poucos foram
dedicados a construgdo de turbidimetros ou nefeldmetros®*. Artigos referentes a
equipamentos microcontrolados que usam LED como fonte de REM para
instrumentacao especifica de turbidimetros ou nefeldmetros n&o s&o encontrados no
portal ISI web kownledge. Entretanto, pesquisando na rede mundial (infernet)

encontram-se alguns artigos que utilizam mircrocontroladores e LEDs para analise
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turbidimétrica, porém fazem uso de fibras épticas que aumentam um pouco o custo
do equipamento e nao fazem mencdo a analise sequencial turbidimétrica e/ou
nefelométrica e nem tdo pouco usam microcontroladores programaveis pelo
protocolo USB como o 18F4550 utilizado na presente dissertacdo de mestrado>> °.

Diante dessas circunstancias, utilizou-se o PIC18F4550™ para
controlar todas as fungdes do turbidimetro- nefeldmetro microcontrolado portatil
(PMTN- Portable Microcontrolled Turbidimeter Nephelometer). Assim, pode-se dizer
com seguranga que o trabalho é pioneiro na aplicagéo de tal instrumentagao para
analises turbidimétricas e nefelométricas sequencial de substancias quimicas de
interesse empregando um microcontrolador programavel pelo protocolo USB. A
seguir sdo relatados alguns trabalhos pertinentes as discussdes feitas acima,
lembrando que os equipamentos que utilizam microcontroladores apresentam
apenas a comunicacgao serial para interface com periféricos.

Mesmo nao utilizando microcontroladores, Liu & Dasgupta,
desenvolveram em 1996 um equipamento a base de LED, fibras opticas e fotodiodos
(sensores) para anadlises turbidimétrica e nefelométrica de sulfato empregando a
técnica de spot test. Eles concluiram, nesse caso, que ambas as técnicas se
completavam no que se refere a faixa linear de trabalho e que os limites de detecgéo
(LD) e limites de quantificacdo (LQ) sdo dependentes dos sistemas quimicos e nao
apenas do sistema de detecgdo utilizados. A foto-corrente produzida foi
correlacionada com o sinal que eles chamaram de sinal analitico de absorbéancia e
sinal analitico nefelométrico. Ambos os dados em unidades arbitrarias, pois o
equipamento nao foi devidamente calibrado e ndo se enquadra nas normas
internacionais de padronizagéo descritas pelos érgéos da secao 1.38.

Gaigo et al.>® 3! desenvolveram instrumentos microcontrolados que
utilizam LEDs para aplicacbes analiticas. Eles construiram um fotébmetro
microcontrolado com PIC 16F887 (PIC com comunicagao serial) e o aplicaram para
analises clinicas de proteinas totais, ferro e albumina com resultados compativeis
com os fotocolorimetros e espectrofotbmetros comerciais. Em outro trabalho,
construiram um fotébmetro NIR (do inglés, Near Infrared), fotbmetro com LED
infravermelho, para analise tipo screenning (analise discriminatéria do tipo sim ou
nao) para o controle da qualidade de gasolinas com bons resultados, e tempo de

analise reduzido em relagao aos métodos oficiais de analise.
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Veras et al.** desenvolveram um espectrofotdmetro microcontrolado
com comunicacgao serial usando LED branco como fonte de radiagao e midia de CD
(sigla do inglés, Compact Disck) como dispersor de REM para analise multivariada
de corantes alimenticios. Resultados consistentes com boas figuras de mérito foram
obtidos empregando esse equipamento, mesmo possuindo uma instrumentagéo
simples e de baixo custo.

Cantrell & Ingle*” desenvolveram um espectrometro que utiliza um
sensor a base de fotodiodo tipo RGB (sigla do inglés para Red, Green, Blue). O
equipamento foi calibrado com corantes alimenticios para explorar trés regides de
comprimentos de onda distintos, a saber: regido azul (400 - 540 nm) verde (500 -
640 nm) e vermelha (600 - 910 nm), sendo que o sensor possui fotodiodos
especificos para cada regido espectral. Entretanto, o equipamento apresentou baixa
sensibilidade e baixa precisdo analitica para as analises estudadas.

Garcia et al.*® desenvolveram um turbidimetro com muiltiplos feixes
para analise turbidimétrica de agua. Esses pesquisadores utilizaram um
microcontrolador com comunicacdo serial para acionamento dos LEDs
infravermelhos como fonte de radiacdo em 860 nm. Entretanto, o uso de fibras
Opticas pode encarecer um pouco mais o equipamento construido. O uso apenas de
radiagdo /R pode causar perda de sensibilidade em alguns casos, pois a
sensibilidade em tais comprimentos de onda € um pouco menor do que usando

medidas convencionais entre 400 - 470 nm (regido do azul)® .

1.5 - Revisao bibliografica dos analitos estudados

1.5.1 - Determinacao de sulfato

A USEPA (United States Environmental Protection Agency) com as
normas publicadas em EPA 822-R-02-033 e a WHO (Word Health Organization)®
descrevem alguns estudos referentes as concentragcdes de sulfato ingeridas.
Segundo esses 6rgaos, sulfato ndo apresenta até o momento indicios de toxicidade,
bio-acumulagao, atividades cancerigenas ou irritabilidade em niveis de concentragao
abaixo de 400 mg / L. Entretanto, estudos tém mostrado que altas concentragbes de
sulfato > 1500 mg / L podem causar efeitos laxativos, irritabilidade da pele, ou em

casos extremos, a diarréia ndo patolégica. Contudo, um controle na concentragao de
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sulfato em aguas €& importante sobre o ponto de vista da qualidade dos corpos
hidricos sujeitos a utilizagdo humana®.

Concentragdes de sulfato podem levar a modificagdes irreversiveis em
muitos ecossistemas devido ao mesmo ser um micronutriente em potencial. Estudos
tém mostrado que pequenas variagdes na alteragdo no nivel de sulfato podem levar
a morte de uma espécie de musgo aquatico Fontinalis antipyretica, que é uma
espécie de planta muito utilizada como marcador biolégico por ser sensivel a
variagao na concentracdo de sulfato. Uma variagcdo elevada na concentracdo de
sulfato pode estar relacionada a atividade de poluicdo dos ecossistemas aquaticos,
decorrente de atividades humanas, como despejo de lixo de industrias quimicas,
alimenticias e até mesmo da excre¢cdo humana, atividades que aumentam a
concentragado de sulfato nos corpos d’agua*’.

Sulfato tem sido determinado por um procedimento classico
gravimétrico empregando cloreto de bario como precipitante. Entretanto, esse
método é muito lento e trabalhoso*. Diante disso, pesquisadores vém adaptando
essa reacio quimica de precipitacdo em métodos turbidimétricos*® #.

A CETESB* (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do
Estado de S&o Paulo) emprega o método turbidimétrico como referéncia para
andlise de sulfato em &aguas destinadas ao consumo da populagdo. Outros
procedimentos, visando aumentar a sensibilidade ou a praticidade destas
determinacdes tém sido desenvolvidos.

Elenkova et al.*® desenvolveram um método gravimétrico com
precipitacdo do sulfato na forma de sulfato de chumbo alternativamente ao método
convencional, melhorando assim a sensibilidade do método, contudo introduzindo
um reagente de alta toxicidade. Outros pesquisadores, como Santelli et al* e Krug
et al.*® tém buscado melhorar as condicdes de analise desenvolvendo sistemas em
fluxo com o objetivo de diminuir o tempo de analise e a quantidade de reagentes
utilizados.

As técnicas como eletroforese capilar®®, nefelometria usando
espectrofluorimetro com duplo monocromador®’, AAS (do inglés, Atomic Absorption
Spectrometry)®’, ICP AES - HG (do inglés, Inductively Coupled Plasma Atomic
Emission Spectroscopy - Hydride Generation)** e potenciometria com eletrodos ion-
seletivos a sulfato®® e bario® também tém sido utilizadas para medidas diretas e

indiretas de sulfato.
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1.5.2 - Determinagao de N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina € um farmaco utilizado devido principalmente ao
grupo tiol que lhe confere propriedades redutoras (SHO). Este composto de nome
(L-a-acetamido—B-acido mercaptopropiénico), cuja férmula quimica € mostrada na
Figura 1.5.2, possui diversas propriedades, sobretudo como agente mucolitico e

antioxidante®® .

HS OH
NH

FIGURA 1.5.2 — Formula estrutural da N-acetilcisteina.

Devido a essas caracteristicas, a N-acetilcisteina tem sido utilizada no
tratamento de cancer®’, HIV® e disfungdo mitocondrial®®. Dentre as muitas
aplicacdes, a desintoxicacdo de metais pesados (Pb)*° e paracetamol também sao
importantes aplicacdes desse farmaco relatadas na literatura®”.

Diversos métodos foram desenvolvidos para a determinagao deste
analito, dentre eles podem ser destacados aqueles empregando HPLC (do inglés,
High Performance Liquid Chomatography) com detectores amperométricos®,
fluorimétricos® e espectrdmetros de massa®. Outras técnicas como eletroforese

capilar com detecgdo por quimiluminescéncia®®, espectrofotometria UV-Vis®® ¢’

e
técnicas eletroanaliticas também tém sido empregadas%. Entretanto, poucos séo os
trabalhos na literatura que exploram os métodos turbidimétricos.

A Farmacopéia Brasileira® recomenda a titulacdo potenciométrica da
N-acetilcisteina com nitrato de mercurio |l usando um fio de ouro como eletrodo
indicador e um eletrodo de calomelano saturado como referéncia. Entretanto, além
de ser um meétodo laborioso, esse faz uso de reagentes e eletrodos a base de
mercurio, sendo assim, um método com elevada toxicidade e atualmente pouco
empregado.

Uma alternativa ao método recomendado pela Farmacopéia Brasileira
foi proposta por nosso grupo de pesquisa. O método desenvolvido por Janegitz et

al. °, é baseado na titulacdo condutométrica de N-acetilcisteina com cobre |l usando
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um condutivimetro com cela condutométrica de vidro termostatizada e uma bureta
automatica para a insergdo de titulante (sulfato de cobre IlI) na referida cela. Com
esse método simples e rapido foi possivel determinar N-acetilcisteina com um erro
relativo em torno de 0,8 % quando comparado com o método recomendado pela
Farmacopéia Brasileira.

Suarez et al.”’

propuseram um método turbidimétrico para a
determinacao de N-acetilcisteina com ions prata como agente precipitante. A curva
analitica foi linear no intervalo de concentracéo de 1,0 x 10%a 1,0 x 10° mol L' com

um LD de 5,0 x 10° mol L.

1.5.3 - Determinagao de potassio

Potassio € conhecido como um importante micronutriente para o
desenvolvimento de plantas, por participar de alguns processos metabdlicos tais
como ativagao, controle osmaotico de economia de agua, produgao de carboidratos e
equilibrio idnico®. Para os seres humanos o potdssio € um importante cation
intracelular’2. Noventa por cento da totalidade de potassio no organismo esta livre.
Os 10 % restantes estdo associados a células vermelhas do sangue, 0ssos e tecidos
do cérebro. Apenas 2% estédo disponiveis no fluido extracelular. O principal érgéo
regulador da concentragdo de potassio no corpo € o rim, e a principal via de
eliminacao é urinaria.

Uma doenga conhecida como hipocalemia esta associada a baixa
concentragdo de minerais no organismo, principalmente potassio. Essa baixa
concentragdo de potassio altera o equilibrio ibnico entre o meio extracelular e
intracelular causando disturbios principalmente nas células do miocardio. Esse
disturbio pode causar uma arritmia no tecido muscular cardiaco e ao evoluir o
quadro clinico pode levar o paciente a uma parada cardiaca e, consequentemente, a
morte’> ™. Para prevenir o organismo de tal doenca, o consumo equilibrado de
potassio pode ser realizado por meio de fontes, a saber: frutas como uvas passas,
damasco e agua de coco, peixes (bacalhau) e feijao.

Devido a sua importancia, potassio tem sido determinado
principalmente por: espectrometria de absorcdo e emissdo atdmica’, ICP OES (do
inglés, Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy)’®, ICP MS (do

)76

inglés, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)’®, eletroforese capilar’’ e
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eletrodos ion-seletivos (potenciometria direta)’®. No entanto, poucos sdo os
trabalhos que utilizam métodos turbidimétricos ou nefelométricos.

Tubino et al. desenvolveram um método turbidimétrico baseado na
reacao entre potassio e tetrafenilborato de sddio para a determinagcéo de potassio
em plantas’® e soro sanguineo’. O método apresentou elevada seletividade em
ambos os trabalhos, sobretudo quando realizado em solugéo fortemente basica.

Zagatto et al.®

utilizaram a reagdo empregando tertrafenilborato de
sédio para a determinagao de potassio em vegetais explorando sistemas de analise
em fluxo (FIA — Flow Injection Analysis) para aumentar a frequéncia analitica do
método. De fato, 70 determinag¢des por hora foram conseguidas com o sistema FIA

utilizado.

1.5.4 — Determinagao de tiamina

A tiamina ou vitamina B4 (Figura 1.5.4) é um p6 branco soluvel em
agua e de fundamental importancia para evitar uma doenga conhecida como
Beriberi®', cujos sintomas freqiientes sdo: Insénia, nervosismo, irritacdo, fadiga,
depressao, perda de apetite, dores no abdémen e no peito, e problemas associados

a falta de memoria e concentragéo®.

\/ N\\‘:\\ /N /S\///\/OH +
( |[ |_|_ V4 )c1 HC1
1\\ //\/‘ T~

FIGURA 1.5.4 — Formula estrutural da molécula de tiamina.

Uma alimentagdo balanceada a base de feijdo, figado, alimentos
integrais (pado, arroz), ovo, legumes, verduras amargas € peixe suprem a
necessidade da vitamina pelo organismo. Essa doenga € corriqueira em anémicos,
alcodlicos e fumantes, pois 0 alcool e o tabaco sao os principais responsaveis pela
nao absorgao dessa substancia pelo organismo.

A Farmacopéia Americana®® recomenda o método espectrofluorimétrico
por meio da reacdo entre a tiamina e hexacianoferrato de potassio para gerar o
tiocromo, uma espécie fluorescente com emisséo de luz azul medida entre 400 - 450

nm. A Farmacopéia Britanica recomenda um procedimento gravimétrico pela reagao
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828485 Métodos  polarograficos®,

da tiamina com acido silicotungstico
potenciométricos®”,  cromatograficos®,  eletroforéticos®®,  fluorescentes®® e
espectrofotométricos®’ também tém sido utilizados.

Lingane & Davies®® aplicaram a técnica eletroanalitica de pulso
diferencial polarografico para a determinagcdo simultdnea de algumas vitaminas do
complexo B. Esse método € uma alternativa simples e eficiente ao método classico
gravimétrico utilizado pela Farmacopéia Britanica®® e ao fluorimétrico recomendado
pela Farmacopéia Americana®. Contudo, métodos baseados na utilizacdo de
mercurio, mesmo que sejam em baixas concentragdes, estdo sendo gradativamente
substituidos devido & elevada toxicidade®.

Costa-Neto et al.** desenvolveram um método turbidimétrico baseado
na reacgao entre o acido silicotungstico com vitamina By em meio acido com detecg¢ao
em fluxo. Esse método em fluxo desenvolvido foi uma adaptacdo do método
recomendado pela Farmacopéia Briténica, tendo como principais vantagens a
elevada seletividade e sensibilidade, devido a formacdo de um complexo bastante
insoluvel medido em 420 nm. Com esse método foi possivel obter uma faixa linear
de 5,0 x 10°a 3,0 x 10* mol L™ com um LD de 1,0 x 10° mol L™

1.5.5 - Determinacao de captopril

A férmula estrutural do captopril, cuja nomenclatura quimica é 1-[(2S)-

3-mercapto-2- metilpropionil]-L-prolina, € mostrada na Figura 1.5.5.

/' \_ .~ COOH

FIGURA 1.5.5 — Formula estrutural do captopril.

O captopril foi uma das primeiras drogas utilizadas para controlar a
pressao arterial de pacientes no Brasil®®. Essa droga € um anti-hipertensivo que atua
no mecanismo de bloqueio da enzima conversora de angiotensina (AS). Este
bloqueio permite um relaxamento das paredes das artérias, reduzindo a pressao

sanguinea e melhorando a eficiéncia do bombeamento do sangue pelo coragcdo® %°.
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Tal como a N-acetilcisteina, o captopril tém propriedades redutoras e pode agir no
combate a radicais livres. Tratamentos a base de captopril também tém sido
estudados em pacientes diabéticos, principalmente aqueles com diabetes tipo 119,

Devido a sua importancia, muitos métodos analiticos tém sido
desenvolvidos para identificar e quantificar essa droga em diversas matrizes, desde
aquelas mais simples, como formulagdes farmacéuticas, como também em urina® e
sangue®. Nesse ambito, HPLC com detectores UV*® e fluorimétricos®® constituem os
métodos mais utilizados. Contudo, outros métodos analiticos tém sido usados como
eletroforese capilar  com deteccéo uv'®, espectrofotometria’®’,
quimiluminescéncia'® e técnicas eletroquimicas®’.

O método recomendado pela Farmacopéia Americana € baseado na
titulacdo iodimétrica com detecgdo espectrofotométrica em 350 nm'®.

Ribeiro et al.’®" % desenvolveram um método baseado na titulagdo
potenciométrica empregando a reagédo acido-base entre o captopril e hidroxido de
sodio. Para esse método, foi utilizado um potencidbmetro e um eletrodo de vidro
combinado. Esse método mostrou-se bastante simples e rapido, para a
determinacdo de captopril, com resultados compativeis aos obtidos por meio da
aplicagao do método recomendado pela Farmacopéia Americana.

al.® desenvolveram um método alternativo ao

Lourencdo et
recomendado pela Farmacopéia Americana para a determinacdo de captopril. O
meétodo € baseado na titulagdo condutométrica de captopril por meio da reagao de
precipitacdo desse farmaco com ions cobre Il. Com esse método simples e preciso
foi possivel determinar captoprii em formulagdes farmacéuticas com um desvio
padrao relativo menor que 5,0 %.

Schmidt Jr. et al.®® adaptaram o método recomendado pela
Farmacopéia Americana para a determinagcdo de captoprii em um sistema de
analises em fluxo. A implementacido do sistema F/IA permitiu uma maior economia
dos reagentes utilizados e um aumento consideravel da frequéncia analitica, pois 72
determinacdes por hora foram realizadas. Com esse método foi possivel obter um

limite de deteccdo de 1,0 x 10° mol L™ e um coeficiente de variacdo de 1,2%.
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1.6 - Introducgao a planejamentos quimiométricos

A utilizagcdo de planejamentos univariados no objetivo de se atingir uma
condigdo 6tima de um dado experimento podera ser exaustivamente buscada ou
testada. Diante disso, a quimiometria utiliza a estatistica e a matematica para auxiliar
nas interpretagdes quimicas podendo direcionar os experimentos no intuito de
encontrar, com um menor numero de experimentos as melhores condi¢des quimicas
para a analise requerida. Em quimiometria, uma forma bastante pratica e util de
encontrar essas melhores condigdes experimentais s&do por meio da aplicagdo de
planejamentos fatoriais'®.

Os planejamentos fatoriais completos com réplicas no ponto central
sdo expressos na forma 2", onde a base (nimero 2) representa dois niveis distintos
estudados, por exemplo, o nivel maior (+) e o nivel menor (-) de uma determinada
variavel, enquanto o termo n representa a quantidade de variaveis estudadas nesses
niveis. As réplicas no ponto central sdo formas de estudar um nivel médio entre
esses supracitados com uma determinada quantidade de réplicas necessarias para
obtencdo de alguns parametros estatisticos importantes, como desvio padrdo do
método.

Esses planejamentos serdo aplicados aleatoriamente e os resultados
serao expostos em termos do grafico dos efeitos para observar quais variaveis séo
mais importantes estatisticamente. No grafico dos efeitos, cada variavel e suas
combinagdes revelam o peso que apresentam na correspondente resposta analitica.
De modo que, quanto mais distantes do ponto de probabilidade zero, maior sera a
importancia estatistica da variavel e de suas combinagdes estudadas. As variaveis
mais importantes e seus respectivos niveis serédo utilizados ao longo de todos os
experimentos.

Poucos s&o os trabalhos que empregam planejamentos
quimiométricos106 para a determinagdo de condicoes Otimas de analise em

procedimentos que envolvem métodos turbidimétricos ou nefelométricos.



Capitulo 2:

Obijetivos



30

2 - Objetivos

2.1 - Objetivos gerais

Desenvolver equipamento portati e de baixo custo utilizando
microcontrolador PIC com tecnologia USB para analises turbidimétricas e

nefelométricas.

2.2 - Objetivos especificos

v' Hardware (parte fisica): Emprego de LEDs de elevada intensidade
como fonte de radiagdo e avaliagdo do sensor mais apropriado para as analises.
Desenvolvimento do circuito eletrébnico do equipamento proposto, compartimento

optico e conclusao final do equipamento.

v’ Software (programa): Com a parte fisica concluida (LEDs,
sensores, dispositivos eletronicos, circuito eletrénico) foi iniciado o desenvolvimento
do programa em linguagem C gravado na memoria EPROM do microcontrolador PIC
18F4550 que controla e gerencia todas as fungbes do PMTN.

v' Aplicagdo: Calibragdo do equipamento construido com um padréo
de turbidez internacionalmente aceito e recomendado a base de solugdo de
formazina. Calibrado o PMTN, esse esta apto para a determinacdo de analitos de
interesse e os resultados obtidos sdo comparados com diferentes técnicas utilizadas

como métodos comparativos para atestar a qualidade do PMTN.
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3 - Experimental
3.1 — Reagentes, solugoes e preparo das amostras

3.1.1 — Determinagao de sulfato

Solugdes estoque (100 mL) 500 mg / L de sulfato de sédio (Synth),
solugdes estoque (250 mL) 15 % (m / v) de cloreto de bario (Merck) e uma solugéo
(100 mL) 1,5 % (m / v) de alcool polivinilico (Sigma) foram preparadas por
dissolugdes apropriadas de suas respectivas massas com agua deionizada. O acido
cloridrico (Merck) concentrado (20 mL) (37 % (v / v)) foi utilizado para ajustar o pH
das solugdes preparadas. O preparo da solugao de alcool polivinilico necessitou de
aquecimento por 30 minutos para melhor dissolugao.

Solugdes (25 mL) utilizadas na avaliagdo do efeito de concomitantes:
cloreto de sédio (Dinamica), cloreto de potassio (Synth), carbonato de calcio (Rield),
cloreto de magnésio (Synth), nitrato de sédio (Synth), brometo de potassio (Vetec),
fosfato di-acido de potassio (Synth), cloreto férrico hexahidratado (Synth) e fluoreto
de sddio (Merk).

As amostras (500 mL) de agua foram adquiridas em dois pontos
distintos da represa do Lago Monjolinho da cidade de Sao Carlos- SP, na entrada e
na saida das dependéncias da UFSCar. Acondicionadas em recipientes de PVC
(cloreto de polivinila), filtradas com papel de filtro de porosidade de 0,5 um e

analisadas em campo.

3.1.2 —-Determinacao de N-acetilcisteina

Solugdes estoque (100 mL) 8,5 x 102 mol L' de N-acetilcisteina
(Sigma) e solucdes estoque (100 mL) 0,1 mol L™ de sulfato de cobre (Merck) foram
preparadas por dissolu¢des apropriadas de suas respectivas massas com agua
deionizada. Uma solugao (100 mL) de polietilenoglicol (Synth) de concentragdo 1,5
% (v / v) e acido cloridrico (Merck) concentrado também foram usados.

As seguintes solugdes (25 mL) foram utilizadas nos testes referentes a

estudos de concomitantes: Solugbes de sacarina sodica (Synth), fosfato di-acido de
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potassio (Synth), celulose cristalina (Aldrich), benzoato de sodio (Vetec), frutose
(Sigma), sacarose (Aldrich), sal dissédico do acido etilenodiaminotetraacético
(EDTA) adquirido da Synth e tartrazina (Sigma).

As amostras de N-acetilcisteina foram adquiridas em farmacias do
comeércio local. Os comprimidos (10 de cada uma das amostras) foram macerados e
posteriormente, massas de 2 e 6 g foram pesadas e dissolvidas para preparar 100
mL de solugdes desse analito utilizando agua deionizada. As solugdes contendo o

principio ativo foram submetidas ao ultra-som por 30 minutos e em seguida filtradas.

3.1.3 —Determinacao de potassio

Solugdes estoque (100 mL) 8,5 x 10° mol L de cloreto de potassio
(Synth), solugdes estoque (50 mL) 3,5 % (m / v) de tetrafenilborato de sodio (Sigma)
e solugéo (100 mL) 1,5 % (m / v) de alcool polivinilico (Sigma) foram preparadas por
dissolugdes apropriadas de suas respectivas massas com agua deionizada. Para o
preparo das solugdes de tampao borato foram utilizadas uma solugéo (100 mL) 0,1
mol L™ de &cido bdrico (Merck) e uma solugdo (100 mL) 0,1 mol L™ de hidréxido de
sédio (Synth). Para o preparo da solugdo de alcool polivinilico necessitou-se de
aquecimento por 30 minutos.

Solugdes (25 mL) utilizadas para estudos de concomitantes: cloreto de
sédio (Dinamica), carbonato de calcio (Rield), cloreto de magnésio (Synth), frutose
(Sigma), benzoato de sodio (Vetec), citrato de sodio anidro (Synth), sacarose
(Aldrich), tartrazina (Sigma), EDTA (Synth), amaramth (Sigma), fast green (Sigma-
Aldrich) e azul brilhante (Sigma-Aldrich).

Para uma melhor homogeneizagcdo da solugao de tetrafenilborato de
sddio foi necessaria a utilizacdo de banho ultra-sénico por 1 h, com posterior filtragao
em papel de filtro de porosidade de 0,5 um.

As amostras contendo potassio (agua de coco e bebidas energéticas)
foram adquiridas em supermercados do comércio local. Apenas as amostras de

agua de coco necessitaram ser filtradas.
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3.1.4 —-Determinacgao de vitamina B,

Solugdes estoque (100 mL) 7,5 x 10> mol L' de tiamina (Sigma),
solugdes estoque (100 mL) 7,5 x 10 mol L™ de &cido silicotungstico (Aldrich) foram
preparadas por dissolu¢gdes apropriadas de suas respectivas massas com agua
deionizada. Uma solugado (100 mL) de polietilenoglicol (Synth) de concentragao 1,5
% (v /v) e 20 mL de acido cloridrico (Merck) concentrado (37 % (v / v)) também
foram usados.

Solugbes (25 mL) utilizadas para avaliagdo de concomitantes:
Povidona (Aldrich), amido (Merck), vitamina B4, (cianocobalamina) da Sigma, acido
ascorbico (vitamina C) da Sigma, riboflavina (Sigma), lactose (Aldrich), sulfato
ferroso (Reagen) e sulfato de zinco (Vetec).

As amostras de tiamina e de farmacos do complexo B foram adquiridas
em drogarias do comércio local. Os comprimidos (1 de cada uma das amostras)
foram macerados e posteriormente, massas de 300 mg foram pesadas e dissolvidas
para preparar 500 mL de solug¢des desse analito utilizando agua deionizada.

As solugdes contendo o principio ativo foram submetidas ao ultra-som

por 30 minutos e em seguida filtradas.

3.1.5 —Determinagdo de captopril usando ions prata (Ag’) como

reagente

Solugdes estoque (100 mL) 5,0 x 102 mol L™ de captopril (Magistral) e
solucdes estoque (100 mL) 5,0 x 10 mol L' nitrato de prata (Nuclear) foram
preparadas por diluigbes apropriadas de suas respectivas massas com agua
deionizada. Uma solugdo (100 mL) 1,5 % (v / v) de polietilenoglicol (Synth) foi
preparada por dissolugdo apropriada com agua deionizada.

Solugdes (25 mL) utilizadas para estudos de interferentes: Solugao de
manitol (Sigma), acido estearico (Carlo Erba), amido (Merck), celulose cristalina
(Aldrich), frutose (Sigma), sacarose (Aldrich), lactose (Aldrich) e glicose (Aldrich).

As amostras de captopril foram adquiridas em farmacias do comércio
local. Os comprimidos (6 de cada uma das amostras) foram macerados e
posteriormente, massas de 75 mg foram pesadas e dissolvidas para preparar 25 mL
de solucdes desse analito utilizando agua deionizada.
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As solugdes contendo o principio ativo foram submetidas ao ultra-som

por 30 minutos e em seguida filtradas.

3.1.6 — Reagentes e solugodes de utilizagao comum

Solugéo concentrada de perclorato férrico para corrosao das placas de
cobre de circuito impresso.

Suspensdes de alumina (Al,03) 5 % (m / v) necessaria para polimento
das cubetas de plastico.

Solugéo estoque (1 L) de formazina (4000 NTU). Preparada pela
mistura equitativa de uma solugdo de hexaetilenotetramina (hexamina) de
concentragao 125 g / L (previamente filtrada com papel de filtro de 0,5 ym) e uma
solugédo de sulfato de hidrazina 12,5 g / L. A solugédo de formazina foi mantida em
repouso por 24 h em temperatura ambiente (25°C) e armazenada em frasco ambar
antes do uso. Conservada em temperatura de 20 - 25 °C, a solugéo é estavel por um
ano. Ambos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Para o preparo de todas as solugdes e diluigdes foi utilizada agua
devidamente deionizada (Milli-Q Plus, Millipore, Bedford, EUA).
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Na Tabela 3.2 estdo listados os equipamentos e acessorios utilizados

para o desenvolvimento experimental.

TABELA 3.2 — Listagem dos equipamentos e acessoérios utilizados.

v Espectrofotdmetro Shimadzu modelo
2550 UV-Vis com duplo feixe, com

cubeta de quartzo de 1 cm

v' Espectrofotometro Ocean  Optics
modelo USB 2000, com fibra oética Ps

50-2 e cubeta de quartzo de 1 cm

de
Intralab modelo AA

v Espectrofotdmetro
atbmica GEMINI
12/1475, com lampada de catodo oco de

absorcéao

potassio L 233

v Potenciostato / galvanostato Autolab,

com uma cela eletroquimica
convencional, com: contra-eletrodo (fio
de platina), referéncia (Ag / AgCl, 3,0
mol L™ / KCI) e eletrodo de trabalho

(eletrodo de mercurio de gota pendente)

v' Potenciémetro Orion modelo EA 940
equipado com um eletrodo de vidro

combinado

v" Condutivimetro micronal B330 com
com cela condutométrica de vidro

termostatizada

v' Bureta automatica Schott Gerate
modelo T80/20 com capacidade de

insercao de 0,5 mL

v Termémetro digital INSTRUTHERM®
modelo TE- 400

v' Crondémetro digital Casio HS-3

Multimetro digital GoldStar DM-341

v' Balanca analitica Quimis AS 210

Interface USB NI USB-6008

v"Ultra-som Unique modelo 1400A

Placa de estudo PICGENIOS

v Agitador magnético HANNA HI 190M

v
v
v
v

Carregador de Dbateria 110 V

GOLDEN TIME modelo GT 8042

v" Aquecedor EquipaLABOR TE- 085

v" Microcomputador Intel Pentium 4

3.2.1 — Componentes eletrobnicos e materiais em geral para a

confeccdo do PMTN (Portable Microcontrolled Turbidimeter

Nephelometer)

» Componentes e materiais utilizados na constru¢édo do PMTN, Tabela 3.2.1.
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TABELA 3.2.1 — Lista de dispositivos e componentes eletronicos utilizados.

v' LEDs com maxima emissdao em 405
nm, 470 nm e 880 nm (IR)

v" 1 conector de bateria

v’ 2 fototransistores

v' 3 potencibmetros de 5 kQ e 1

potencidmetro de 1 kQ

v" 1 microcontrolador PIC18F4550

v' 1 cristal oscilador de 8 MHz

v 1LCD16x2

v Resistores de 1kQ (4), 10kQ (3) e
5k2Q

v’ 2 caixas pretas, uma de dimensbes
21 x15x 10 cm e outra de 17 x 12 x 9

cm

v Capacitores ceramicos de 22 pF (3) e
10 uF (6) e eletroliticos de 100 yF (4) e
50 uF (2)

v' 1 circuito integrado Max232

v" 1 regulador de tenséo 7805

v" 1 conector USB

v" 5 diodos 4001

v' 4 chaves eletromecanicas

v" 1 placa de cobre de fibra de vidro 20 x

15 cm

v 1 CI BC548

v' Fios flexiveis

v 1 bateria recarregavel de 8,4 V

v' 2 blocos de acrilico

v" TRANSFER de circuito impresso

v" Parafusos com rosca

v' Solda

v'Cubeta de plastico de 1 cm de

caminho 6ptico

3.3 - Construcao e desenvolvimento do Turbidimetro / Nefeldometro

Microcontrolado Portatil

3.3.1 — Selegcao dos LEDs

Inicialmente foi realizada a selecdo das melhores fontes de REMs

existentes no mercado a base de LED para o PMTN. A seguir, na Figura 3.3.1 s&o

mostrados os espectros de emisséo dos LEDs (LED1), cujo comprimento de onda de

maxima emissao (Amax.) € 405 nm e LED2 (Amax. = 470 nm).
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FIGURA 3.3.1 - Espectro de emissao dos LEDs utilizados neste projeto. LED1
(InGaN, 405 nm, 80 mcd) modelo L200CUV405-8D e LEDZ2 (InGaN, 470 nm) modelo
L200CWR3KF-15D"" de alto brilho ( do inglés, ultrabright, 4.500 mcd) ambos da
LEDtronics®. Os espectros foram obtidos utilizando um espectrofotémetro Ocean
Optics USB 2000 com fibra optica modelo ps50-2.

Os LEDs apresentam maxima intensidade de emiss&o na regido violeta
- azul do espectro eletromagnético. Escolheram-se esses LEDs, pois a maioria das
analises turbidimétricas encontradas na literatura® utiliza fontes de radiagdo que
emitem na faixa de 400 - 480 nm. Os valores de intensidade da Figura 3.3.1 s&o
dados numa unidade arbitraria (U.A.) e foram normalizados em 4.000 U.A. Vale
salientar que, o LEDZ2 é muito mais intenso que o LED1 e foi utilizado no mdédulo
nefelométrico do equipamento. A unidade mcd (milicandela) expressa a intensidade
de radiacéo por unidade de area incidente® 7.

Os LEDs séao diretamente comunicados com o PIC e sao acionados via
software. O LED1 possui uma resisténcia de limitagdo de corrente para que no
maximo 2 mA passem pelo mesmo para evitar aquecimento o qual compromete a
qualidade das medidas em termos de reprodutibilidade, precisdo e exatiddo. A baixa
corrente utilizada permite determinacdes turbidimétricas sem saturar o sensor. O
LED?Z sera acoplado a um BC548, que tem a fungao de fornecer uma maior corrente
ao LEDZ2 e com isso um elevado brilho (elevada poténcia luminosa), necessario para
medidas nefelométricas. Os LEDs utilizados com fonte de radiacdo apresentam uma
largura de banda (A12max.) de 15 nm, relativamente estreitas para este tipo de fonte

de radiagao.
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Como discutido anteriormente, para o equipamento atender as normas
ISO 7027, o mesmo deve também ser operado usando a faixa espectral na regido
do infravermelho. Sendo assim, também foram acoplados dois LEDs IR e um sensor
IR para tais finalidades. As medidas com IR também sao necessarias para evitar
possiveis interferéncias da cor das amostras, conforme sera discutido na secéo
resultados e discussdo (capitulo 4). Na Figura 3.3.1a é mostrado o espectro de
emissao do LED IR.

Intensidade (UA)

wiwiwiwiwiwiwiwiwi

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Comprimento de onda (nm)
FIGURA 3.3.1a - Espectro de emissédo do LED /IR (880 nm) modelo QED 223

(AlGaAs) da Fairchild’® semiconductor®, cujo espectro foi obtido com o mesmo

equipamento da Ocean Optics citado na Figura 3.3.1.

Observa-se que a largura de banda (A2max.) € maior do que para os
LEDs 1 e 2 (80 nm). Essa maior largura de banda é uma limitagdo intrinseca dos
materiais utilizados na confeccao de LEDs IR.

Para realizar as analises com IR no PMTN os LEDs 1 e 2 devem ser
substituidos pelos respectivos LEDs IR, simplesmente tirando o plug (conector) que
conecta os seus terminais. A mesma posicdo e corrente elétrica operacionais sao
conseguidas, pois a resisténcia ndo é alterada e existem algumas pecas médveis em
acrilico que permitem a substituicdo e o encaixe dos LEDs sempre na mesma
posicao. Isso é importante para manter inalterada a poténcia da REM incidente e o
caminho optico. Mais detalhes sao discutidos na secdo 3.3.6. Outra forma de
garantir essa caracteristica padrdo €& observar os valores mostrados no LCD do
equipamento, pois um default (condigdo padrdo) € mostrado quando opta-se pela
funcdo 1 no menu principal, ver secdo 3.3.7. Essa funcdo permite que o

equipamento faca leituras dos dois sensores, mostrando os valores zerados em
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termos de sinal turbidimétrico e nefelométrico. Caso isso ndo ocorra, potencidmetros

de ajuste sao utilizados até zerar os valores, como discutido na segéo 3.3.6.

3.3.2 - Estudos sobre os sensores do PMTN

Concomitantemente as pesquisas realizadas sobre as fontes de REM,

foram realizadas pesquisas referentes aos sensores mais adequados para a

confecgdo do PMTN. Na Figura 3.3.2 € mostrada a curva de resposta do sensor

utilizado.
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FIGURA 3.3.2 — Curva de resposta dos sensores da linha TSLX2572"(TAOS)®. O
sensor TSLB257 é aquele que melhor responde na regido azul. Dados fornecidos
pelo datasheet do fabricante (TAOS®)'%.

O sensor TSLB257 apresenta uma resposta linear (potencial em V)
com a intensidade da radiacao incidente e, além disso, apresenta filtros que cortam
as demais frequéncias associadas a outras REMs da regido visivel, sendo especifico
para analises em comprimentos de onda proximos na regido azul. O circuito

equivalente é apresentado na FIGURA 3.3.2a.

FIGURA 3.3.2a — Circuito equivalente do sensor TSLB257 TAOS®. Pino 1, 2 e 3 s&o
respectivamente GND (terra), alimentagao (5 V) e saida de sinal em volts (V). Com R
= resistor de 10 kQ.
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A radiacdo emitida pelos LEDs atinge a superficie fotossensivel do
sensor e gera uma corrente elétrica que € convertida em potencial no canal emissor
(pino 3). Este sensor apresenta baixo ruido (4 mV) e consumo de corrente (10 mA)
com uma ampla faixa linear de resposta. O sensor sera acoplado ao
microcontrolador e a resposta analdgica sera convertida a digital através do
conversor analdgico digital (A / D) interno do PIC com resolugcdo de 10 bits, via
software escrito em linguagem C, ver se¢éo 3.3.7.

O LEDZ2 ultrabrigth (azul 470 nm, 4.500 mcd) deve ficar a 90° em
relacdo a fonte de radiagdo, pois € utilizado no modulo nefelométrico. Esse LED
quando posicionado em 180° (turbidimétrico), conduz a uma saturagdo indesejada
do sensor, mesmo utilizando baixa corrente elétrica (1 mA) na alimentagdo. Uma
baixa corrente de trabalho (menor que 1 mA) no LEDZ2 ocasiona uma instabilidade
na luminosidade do mesmo, de modo que esse foi calibrado para operar com 100
mA de corrente em mddulo pulsado.

Conforme justificado e discutido na secédo 3.3.1, o uso de LED IR no
PMTN requer um sensor /IR necessario para realizar tais analises. Abaixo na Figura

3.3.2b € mostrada a curva de resposta do sensor Infravermelho.
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FIGURA 3.3.2b — Curva de resposta do sensor IR TSL260R-LF (TAOS)®, com
maxima sensibilidade exatamente na mesma regido de maior intensidade luminosa
do LED IR em 880 nm.

O sensor IR apresenta um circuito equivalente com configuragao
semelhante ao do sensor TLSB257 (Figura 3.3.2a).

Como pode ser observado, ambos 0s sensores apresentam maxima
sensibilidade exatamente na maxima emissdo dos LEDs utilizados. Esse conjunto
optico certamente permitira resultados satisfatorios, pois estdo sendo explorados os

melhores parametros de cada um desses componentes.
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3.3.3 - Microcontrolador PIC utilizado

O microcontrolador PIC (Figura 3.3.3) utilizado no projeto € do tipo

18F4550 como as seguintes caracteristicas principais:

Memoria RAM: 2048 bytes;

Tamanho da memoria: 32 k bytes;

Memoria EPROM: 256 bytes;

Numero de portas de entrada e saida: 35;
Interface USB 2.0 com velocidade de 12 Mbit/s;

Numero de instrucdes 16.384.

YV V. V V V V

MCLRWFRREZ —= [ 1 S ap [J =—= RBTKBIEPGD
RALAND -—=[] 2 30 [J] =—= RBEKBI2IPGC
RAVANT =—=[]3 36 [J =—= RBS/KSIPGM
RAZIAMZVAEFCVAEF =— =[] 4 37 [ =—= RBSAN11HBIDICSSPP
RAIAMIVAERt - w[]5 36 [] +—s RBAAMICCPZONED
AALTICHICTIOUTIRCY =[] & 35 [J =—= REZAMAINTIAVMO
iV

RASANNSSHLVDIN/CIOUT —s ]
REQANSICKISPEP =— ]

34 [ =— RBE1TAMIDINT 13 CKSCL
33 [ =—= RBNAM1Z2INTNFLTOISONS DA

=]

RE1/ANEICKISPP +— =[] o § g 32 [ =— Voo
REZIANTIOESER O 1o o = 31 [J =——wss
VDD ——=[] 11 oo oo 30 [J =—= ROTSPRTRID
- p— T R 20 [T =—= RODASPPEFIC
oEC LKl —=] 13 A a 2B [T =—= ROS/SPESFIS
CESCHCLEORAE «—[] 14 27 [ =—» RD4ISPPY
RCHTIOST13CK] w—s[] 15 2§ [T +— RCTRXDTISDO
RCUTICSNCCPZMUDE w—s[] 16 25 [ =—w= RCETXICK
ROCICCRIP1A —w—e= 17 24 [J =—= RCSM+VF
WiusE w—e ] 1B 23 [J —= RC4D-"M
RONSPPD =[] 15 a3 [ == ROZEPP3
ROVSPR1 =—e[] 20 21 [] =—= ROD2SPEZ

FIGURA 3.3.3 - Configuragao dos pinos do PIC18F4550. Dos pinos 2 a 10 sdo para
as portas analodgicas A; as portas B (33-40); C(15-17ede23-26)e D (19-22¢
27 - 30) devem ser configuradas para portas de entrada, saida ou entrada/saida, Vpp
€ alimentacao positiva, Vss € alimentagao negativa, Vysg € a alimentagéo do sistema

USB, osc1 e osc2 séo os pinos que recebem o cristal oscilador do PIC.

O PIC é controlado utilizando um programa escrito em linguagem
cM% " através do software mikroC 8.0 da mikroelektronika®''2. Este programa sera
gravado no PIC através de um compilador apropriado que converte o conteudo do
programa em linguagem de maquina em hexadecimal e grava o conteudo na
memoéria EPROM do PIC, este compilador € o Winpic800 3.60 fornecido pela

MICROGENIOS®', o0 programa é mostrado na segao 3.3.7.
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3.3.4 - Placa de estudos

E uma ferramenta importante para auxiliar no desenvolvimento do
projeto. Com esta placa é possivel testar alguns dispositivos eletronicos a serem
utilizados na construcdo do PMTN como os LEDs, sensores e o PIC, além da
gravacgao do software escrito em linguagem C. Na Figura 3.3.4 tem-se uma fotografia
da placa de estudo PICGENIOS da MICROGENIOS®.

FIGURA 3.3.4 - Fotografia da placa de estudos MICROGENIOS utilizada.

Essa placa de estudos é completa e possui todos periféricos uteis para
elaboragao de projetos, podendo ser comunicada com o computador pelo endereco
serial (RS232) ou pela porta USB. Com a placa de estudos foram gravados todos os
programas de teste e o programa principal do PMTN proposto. Essa placa pode ser
operada em sistemas operacionais desde Windows® 98 até Windows vista®, sem
problema de compatibilidade de software.

Com a parte optica e soffware concluida, foi inicializada a construgao

do circuito eletrénico do equipamento.

3.3.5 - Circuito eletronico do PMTN

O circuito eletronico projetado para o PMTN é mostrado na Figura
3.3.5, na forma de diagrama de blocos com o intuito de simplificar o entendimento,
dividindo-o em diversas unidades. As unidades séo definidas conforme a fungao que

desempenham no circuito eletronico.



44

| | TSLB257-5)

| | TS5L260R-LF-[5)

LEDI1-I4}

LEDZ-{4)

PIC

Botdes-{3)

Osciladar (1)

USB-2)

LCD RS232-(2)

FMTH LABEES & LABEIE

Wagner Bererra

FIGURA 3.3.5 - Diagrama de blocos do circuito eletrobnico do equipamento proposto
(PMTN). PIC (1), comunicagao (serial e USB - (2)), controle (3), LEDs (4), fonte de
alimentacado +5 V (5), sensores (6) e LCD (7).

O circuito eletrénico é formado pelas seguintes unidades principais:

v" Unidade de controle central (1) = O PIC controla todas as fungdes
do equipamento, desde fung¢des mais simples como: ligar LEDs e acionar o sensor
em modulo pulsado, até fungdes mais complexas como fazer a comunicagao serial
ou USB, armazenamento de dados, acionar o LCD e receber os comandos dos
botbes de controle. Uma vez gravado o programa em um computador, esse
microcontrolador gerencia todas as fung¢des do equipamento sendo o principal
responsavel pela portabilidade e automacdo do mesmo. Um cristal oscilador de 8
MHz é o dispositivo encarregado de sicronizar as fung¢des do PIC;

v Unidade de comunicagdo (2) > O equipamento pode ser

comunicado com um microcomputador pela porta USB ou pela serial. Esta
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comunicagado € para a transmissdo e recepc¢ao de dados entre ambos, conforme
simbolizado pelas linhas paralelas mostradas na FIGURA 3.3.5;

v" Unidade de controle (3) > Existem trés botdes no equipamento
aptos a comunicagdo com o usuario. Os botdes 1 e 3 servem para retroceder ou
avancar as opgdes mostradas do menu (itens) principal e o botao 2 (central) foi
ajustado para receber o comando de enter (confirmacédo) de qualquer fungdo do
menu principal escrito no software, discutido com mais detalhes nas se¢des 3.3.7 e
3.3.8. Esses séo acoplados a porta C do PIC (nos pinos 15, 16 e 17);

v" Fonte de radiacdo (4)> Para o PMTN estado sendo utilizados LEDs
como fontes de radiagdo praticamente monocromaticas, cujas caracteristicas foram
mostradas na sec¢ao 3.3.1. Os LEDs operam em regime pulsado (50 ms) para evitar
0 aquecimento dos mesmos. Um potencidbmetro de 5 kQ controla a corrente dos
LEDs para que 100 mA sejam usados no médulo nefelométrico e 2 mA no mdodulo
turbidimétrico, os quais estéo ligados aos pinos 27 e 28 do PIC, respectivamente. Os
LEDs do moédulo nefelométrico foram acoplados a um dispositivo conhecido como
BC548 com o objetivo de aumentar a luminosidade dos mesmos;

v" Unidade de alimentagédo (5) > O PMTN apresenta uma fonte de
alimentagdo composta por um transformador de 110 V / £ 9 V que fornece uma
corrente de 300 mA quando o equipamento € ligado em rede elétrica convencional.
Uma ponte de diodo, um regulador de tensdao (7805) 5V e dois capacitores
eletroliticos de 1000 uF (35 V) também compdem a fonte de alimentacdo. O
equipamento também pode ser alimentado externamente, pois um conector de
bateria foi adaptado logo apds a ponte de diodo na fonte de alimentagdo. Com isso,
uma fonte de potencial constante entre 5 a 30 V pode ser acoplada sem danos ao
circuito eletrénico. Com essas fontes, € possivel alimentar adequadamente todo o
circuito eletrénico e o PIC como mostrado na Figura 3.3.5;

v" Unidades dos sensores (6) - Os sensores 1 (TSLB257) e 2
(TSL260R-LF) ambos da TAOS® convertem a luz que atingem suas superficies em
um potencial (fototransistor). O potencial € medido no pino 3 de cada sensor. Os
valores em potencial (mV) s&o digitalizados pelo converso interno de 10 bits do PIC
(A / D) e mostrados no LCD do equipamento. Os sensores tém o GND (terra) no pino
1 e alimentagéo no pino 2 (5 V). Os sensores estao ligados nos pinos 2 e 3 do PIC,

como representados na Figura 3.3.5;
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v" Unidade de visualizagado (7) - Os dados obtidos pelo turbidimetro /
nefeldmetro sédo vistos num display digital (visualizador). Este permite que o usuario
perceba o fendbmeno de interesse e o visualize na tela do mesmo. Optou-se por este
pela simplicidade e baixo custo, devido a proposta inicial da instrumentagdo. Os
valores digitais mostrados no LCD sao convertidos para as correspondentes
unidades requeridas nas analises turbidimétricas e nefelométricas. O LCD esta
ligado a porta B do PIC dos pinos 35 a 40, os chamados pinos de transmissao de
dados, como devidamente indicados por meio das linhas mostradas na Figura 3.3.5.
Os demais pinos do LCD séao aterrados (GND), o pino 1 € alimentado a 5 V pela
fonte de alimentacéo.

O circuito eletrénico foi acondicionado em uma caixa preta de

dimensdes 21 x 15 x 20 cm, conforme mostrado na secéo 3.3.8.

3.3.6 — Compartimento optico

Um compartimento oOptico externo ao médulo que contém o circuito
eletrébnico foi construido com o objetivo de evitar que possiveis vazamentos de
solucdes ou algum tipo de acidente pudessem gerar curto-circuito no equipamento,

como pode ser visto na Figura 3.3.6.

LED1 (c)

/£ Cubeta (b)
§ LED2(d)

Sensores (a) =
_ ~ Ajuste (e)

FIGURA 3.3.6 - Fotografia do compartimento 6ptico desenvolvido para este projeto.
(a) sensores, com o sensor TSLB257 frontal com LED7 e TSL260R - LF frontal com
LED?2, (b) cubeta de plastico (descartavel), (c) LED1 mddulo turbidimétrico, (d) LED2
nefelométrico e (e) ajuste de posicionamento da cubeta e dos LEDs. Para evitar

reflexdes da luz, o compartimento foi pintado com tinta preta fosco.
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O compartimento Optico foi confeccionado totalmente em acrilico e
possui duas pecas moéveis também do mesmo material que deslizam sobre um
suporte. Os blocos de acrilico foram acondicionados numa caixa preta de 17 x 12 x 9
cm com uma tampa superior que veda perfeitamente o compartimento de radiagdes
espurias.

Os sensores, Figura 3.3.6 (a), foram acoplados e fixados por meio de
parafusos ao suporte de acrilico que constitui o compartimento 6ptico. A cubeta de
plastico foi devidamente polida com lixas de 400, 800 e 1200 e alumina 5% para
permitir que ambas as faces estivessem transparentes e limpidas, possibilitando
analises turbidimétricas e nefelométricas sequencialmente. A cubeta €& sempre
posicionada na mesma posicdo mediante o uso de um parafuso tipo rosca que
pressiona a cubeta na parede do bloco de acrilico.

Os LEDs estao fixos em uma pega mével de acrilico com um furo
central de 1 cm de diametro para permitir que as radiagdes dos mesmos atinjam os
sensores. A movimentagao dos LEDs permite um ajuste de intensidade e focalizag&o
sobre 0s sensores, pois 0s mesmos sao caracterizados por apresentar um angulo de
abertura de 20° o qual possibilita o0 ajuste. O LED1 foi fixado a uma distancia de 8
cm em relagdo ao sensor TSLB257 (sensor azul) e o LED2 a 4 cm do sensor
TSL260R-LF (sensor IR). Essas medidas foram fixas para todos os experimentos.
Para substituir os LEDs 1 e 2 por LEDs IR em analises por IR, basta simplesmente
seguir o procedimento discutido na seg¢ado 3.3.1. Nesse compartimento 6ptico foram
realizadas as analises em batelada, entretanto ela pode ser adaptada para analises

em fluxo.

3.3.7 — Programa TURBO03 desenvolvido para o PMTN

O PMTN possui um programa de gerenciamento de todas as suas
funcdes escrito em linguagem de programagéao C. Outros tipos de linguagem podem
ser utilizados, como por exemplo: Assembly, Visual Basic, C++. Entretanto, optou-se
por esta pela facilidade de programagao''® """,

Um diagrama de blocos do programa TURO3 desenvolvido € mostrado

na Figura 3.3.7.
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Nefelometria-3
Medir tcl2 ? (s)
caso contrario
use 1 ou 3. Turbidimetria-4
Medir tcl2 ? (s)
caso contrario
use 1 ou 3.

urbidimetria-2

Medir tcl2 ? (s)

caso contrario
use 1 ou 3.

Default-1 efelometria-5
Medir tcl2 ? (s) Medir tcl2 ? (s)
caso contrario caso contrario
use 1 ou 3. use 1 ou 3.

Menu principal:

(1) Default

(2) Turbidimetria (405 nm)
(3) Nefelometria (470 nm)
(4) Turbidimetria (880 nm)
(5) Nefelometria (880 nm)
(6) Retorna ao menu

Defini¢cao das funcoes
Turbidimétricas,
Nefelométricas e de controle do
PMTN

Declaracao das variaveis locais
e globais e configuracoes do
dispositivo

FIGURA 3.3.7 - Diagrama de bloco das fun¢des do programa utilizado.

O programa funciona da seguinte forma: quando o usuario liga o
equipamento, o PIC faz uma verificagdo das suas portas analégicas e digitais e em
seguida mostra no LCD uma mensagem de apresentacdo do equipamento. Em
seguida, automaticamente, € inicializada a fungao de controle do dispositivo. Essa
funcao de controle é realizada por meio de trés botdes situados na face superior do
equipamento. Uma mensagem é mostrada no LCD do equipamento como menu
principal, onde sao listadas as fungdes as quais o equipamento foi programado para
executar (fungdes de 1 — 6). O equipamento foi feito de modo que o botdo 1 (da

esquerda para a direita) seja responsavel por diminuir em 1 unidade o valor
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mostrado cada vez que € pressionado, o botdo central (tecla 2 ou tcl2) € o botdo de
enter (confirmacgado) e o 3 incrementa uma unidade a variavel de controle. Dessa
forma pode-se escolher qualquer fungdo do menu. Selecionar e confirmar o botdo no
numero 6 retorna ao menu principal.

Quando se escolhe uma fungdo determinada (turbidimetria ou
nefelometria) todos os calculos de convers&do de unidade s&o realizados mediante o
uso das equacgobes 1.3.1.1c e 1.3.1.2 mostrados nas sec¢bes 1.3.1.1 e 1.3.1.2. Os
dados sdo mostrados em unidades arbitrarias para as fungdes turbidimétricas (405
nm) e nefelométricas (470 nm). Apenas quando se utiliza o médulo em nefelometria
com infravermelho é que o equipamento fornece o valor em FNU (Formazin
Nephelometric Units) que € uma unidade internacionalmente aceita para analises de
particulado em suspensdo aquosa. Pode-se optar por fazer varias analises
sequencialmente para explorar ambos os fenbmenos de interesse. A resposta
adquirida mostrada no LCD é uma média de 60.200 dados coletados durante 50 ms
através de um processo prévio de integragao realizado pelo PIC. Isso permite uma
média bastante representativa das analises em questdo. Isso é possivel devido a

elevada frequéncia de oscilag&o do cristal utilizado (8 MHz).

3.3.8 — Equipamento construido - PMTN

Na Figura 3.3.8, tem-se uma fotografia do estagio final no qual se

encontra o PMTN, com o compartimento 6ptico embutido lateralmente.

Chave-MBT-1

FIGURA 3.3.8 - Fotografia do equipamento portatil construido com maodulo de
bateria. (1) chave eletro-mecéanica do modulo de bateria (MBT), (2) potencibmetros
de ajuste de corrente do sistema o6ptico, (3) botdes de controle, (4) LCD e (5)

compartimento optico.
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Devido ao baixo consumo de energia e a rapidez na tomada de dados,
0 equipamento é capaz de realizar uma calibracdo rapidamente. Pensando-se na
relacdo custo beneficio, uma bateria recarregavel LEXEL® Ni-MH de 8.4 V com

capacidade de gerar 160 mAh foi utilizada.

3.4 — Teste de estabilidade de sinal

Um dos testes mais utilizados para comprovar a qualidade dos
resultados fornecidos por um equipamento € a estabilidade de sinal. Esse foi testado
com o proprio equipamento devidamente isolado de REMs externas e com os LEDs
operando em modo pulsado. Também foram utilizados um multimetro comercial e

um computador através de uma interface USB para observacao dos dados.

3.5 — Procedimento de analise

O analista liga o equipamento em médulo de bateria ou na rede elétrica
convencional em 110 V, coloca a cubeta no compartimento 6ptico e em seguida
fecha o compartimento. Depois, de acordo com a opgédo do menu desejado pode-se
realizar as medidas turbidimétricas ou nefelométricas na regido do azul ou no
infravermelho. Esses sdo os passos feitos pelo analista. O microcontrolador recebe o
sinal de confirmagao e aciona os LEDs conforme a escolha do usuario. A radiagao é
devidamente espalhada e atinge o detector. O sinal de corrente & convertido a um
potencial de até 5 V e o disponibiliza na porta analégica do PIC para posterior
conversdo analogica / digital (A/D). O sinal é integrado em 60.200 dados digitais
(Unidades Arbitrarias, UA) durante 50 ms e, por fim, o disponibiliza no display do
equipamento. Uma vez calibrado os resultados sao apresentados em termos de
unidades nefelométricas de formazina (FNU) para andlise IR, sinal turbidimétrico
(unidades arbitrarias - UA) ou sinal nefelométrico (unidades arbitrarias - UA). Todos
esses passos sao realizados pelo P/IC automaticamente via TURBO3.

Lembrando que o equipamento opera como padrdao com os LEDs na
regiao do azul. Ao escolher a fungdo /R, o usuario deve efetuar a troca das

respectivas fontes de REMs.
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3.6 — Calibragao do equipamento com padrao turbidimétrico

Uma calibragdo com padrao de turbidez (material de referéncia
internacional) €& necessaria. Pode-se utilizar estireno - divinil benzeno, silica ou
formazina. Devido a uniformidade da suspenséo gerada e o tamanho das particulas
formadas serem apropriados, o padréo de turbidez a base de formazina € o mais
aceitavel e recomendado por instituicbes internacionais como ASTM, ISO, EPA,
ASTM e MEBAK para analise de turbidez de agua e bebidas. Armazenado
corretamente, esse apresenta bons resultados na calibracéo de equipamentos’.

3.7. — Aplicagodes analiticas

Uma vez realizados os estudos de estabilidade, relagcado sinal-ruido e
calibracdo prévia, o turbidimetro / nefeldmetro pode ser posto em funcionamento
para analises num sistema quimico de interesse. Serdo abordados estudos de
interferéncia, adigdo e recuperagéo, limite de detec¢ao (LD) e quantificacdo (LQ),
faixa linear e reprodutibilidade em trés dias distintos medidos em triplicata. Amostras
de sulfato em aguas de lago, N-acetilcisteina, captopril e tiamina em farmacos e
potassio em energéticos e alimentos foram analisadas sequencialmente por
turbidimetria e nefelometria.

As medidas turbidimétricas e nefelométricas s&o baseadas no
espalhamento de REM incidente devido a formacdo de uma suspensdo formada
pela interacdo entre o reagente e o analito em determinadas concentragées e num
certo pH da solug¢do. Portanto, a concentragcdo do reagente (R) e do analito (A), pH
da solugéo (pH), e a concentracdo do surfactante (S) sdo importantes variaveis a

serem estudadas simultaneamente.

3.7.1 — Planejamento experimental 2* com ponto central para a

determinacgao de sulfato, N-acetilcisteina, potassio e tiamina

Na Tabela 3.7.1 sdo mostrados os coeficientes de contrastes das
variaveis para cada experimento. O planejamento fornece um total de 19

experimentos sendo 16 do planejamento fatorial 2*e 3do ponto central.



TABELA 3.7.1 - Modelo dos ensaios a serem realizados e os niveis das variaveis.

Ensaios Var1 Var2 Var3 Var4
1 + + + +
2 - + + +
3 + - + +
4 - - + +
5 + + - +
6 - + - +
7 + - - +
8 - - - +
9 + + + -
10 - + + -
11 + - + -
12 - - + -
13 + + - -
14 - + - -
15 + - - -
16 - - - -
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
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A nomenclatura das variaveis pode alterar-se entre um método e outro,

por exemplo, para o estudo de N-acetilcisteina a variavel 1 pode ser A (analito) e

para a determinacdo de sulfato a variavel 1 pode ser S (surfactante), porém a

estrutura e a sequéncia dos contrastes na Tabela 3.7.1 deve ser mantida

rigorosamente.

3.7.1.1 - Determinacgao de sulfato em amostras de aguas de lago

A reacgdo quimica:

Meio acido

—_——

FIGURA 3.7.1.1 — Reagao quimica entre ions sulfato e bario.

Variaveis a estudar:

Concentragao de reagente (R), cloreto de bario (Ba);

Concentragao de surfactante (S), alcool polivinilico (APV);

(solido)
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e  pH da solugéo final (pH);

o Concentragdo do analito (A), sulfato de sodio (Na).

Variaveis codificadas:

TABELA 3.7.1.1 - Niveis das variaveis estudadas para determinagéo de sulfato.

Nivel Sulfato (A) Ba“* (R) APV (S) pH
= 10 mg L™ 0,1% (m/ v) 0,01% (m/v) 3,0
0 60 mg L™ 3,0% (m/ v) 0,05% (m/v) 2,0
1 110 mg L™ 5,9% (m/ v) 0,09% (m/v) 1,0

3.7.1.2- Determinacgao de N- acetilcisteina em farmacos comerciais

Reacéo quimica:

0 O

C C
cu + 2<HS/Y \OH> IO Meio acido Cu2+< 'S/\( g OH> PR H3O+
(aq) - (aq)

\/NH (a0) \/NH 2 (solido)

FIGURA 3.7.1.2 — Reacéo quimica entre N-acetilcisteina e ions Cu?*.

Variaveis a estudar:

o Concentracéo de reagente (R), sulfato de cobre (Cu?*);
o Concentragao de surfactante (S), polietilenoglicol (PEG);
o pH da solugéo final (pH);

o Concentragdo do analito (A), N-acetilcisteina (N-act.).

Variaveis codificadas:

TABELA 3.7.1.2 - Variaveis estudadas para determinar N-act.

Nivel N-act. (A) Cu“*(R) PEG (S) pH
-1 50x10*molL"  1,0x10°molL”  0,01%(v/v) 2,0
0 1,0x10°molL"  2,0x10%molL"  0,05%(v/v) 1,5
1 1,5x10°molL"  3,9x10%molL"  0,09%(v/v) 1,0




3.7.1.3 - Determinacgao de potassio em alimentos

Reacgéo quimica:

L- ) Meio Bésico ) -
K g + —3B— — x — BT
Zi (@ i (sélido)

FIGURA 3.7.1.3 — Reagao quimica entre ions potassio e tetrafenilborato.

Variaveis a estudar:

o Concentragao de reagente (R), tetrafenilborato de sddio (TFB-Na);
o Concentragao de surfactante (S), APV;

o pH da solugéo final (pH) — Tampao borato;

o Concentragdo do analito (A), cloreto de potassio (K*).

Variaveis codificadas:

TABELA 3.7.1.3 - Niveis das variaveis estudadas para determinar K.

Nivel K* (A) TFB-Na(R) PVA (S) pH

= 1,0x10*molL"  0,5% (m/v) 0,01% (m/v) 11,1
0 70x10"molL"  1,5% (m/v) 0,05% (m/v) 9,2
1 1,3x10°molL"  2,5% (m/v) 0,09% (m/v) 7,0

3.7.1.4 - Determinacao de tiamina em farmacos comerciais

Reacgéo quimica:
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: gl o io Aci : : o
2[CpH;N,08]T 4 [Si(W40,p),] MeeAdl e H L N,08][S1(W304p)4]
(ad) @) —— (s)

FIGURA 3.7.1.4 — Reacgao entre os ions provenientes do cloridrato de tiamina e do

acido silicotungstico.

Variaveis a estudar:
e Concentragdo de reagente (R), acido silicotungstico (ASTG);

e Concentragao de surfactante (S), PEG;



e pH da solugao final (pH) em termos da concentragéao de HCI,

e Concentragdo do analito (A), tiamina.

Variaveis codificadas:

TABELA 3.7.1.4 - Niveis das variaveis estudadas para determinar tiamina.

Nivel Tiamina (A) ASTG(R) HCI(pH)
=1 2,50 x 10" molL™"  9,00x 10* mol L™  0,01%(v/v) 0,1 molL"
0 7,50 x 10* mol L™ 1,60x 10° mol L' 0,05%(v/v) 0,6 molL™”
1 1,25x10° mol L' 2,30x10°mol L™ 0,09%(v/v) 1,1 molL"

3.7.2 — Planejamento fatorial 2° com ponto central para otimizagao

das variaveis na determinagao de captopril

Diferentemente do apresentado anteriormente, para o caso do captopril
sao necessarios apenas trés variaveis, pois o pH da solucao foi mantido fixo em pH
7,0. O reagente (Ag’) sofre hidrolise em solugdes basicas (pH > 7). Em solucdes
acidas (pH< 7) o precipitado formado apresenta-se mais soluvel e instavel, assim
solugbes de pH neutro (pH = 7,0) foram utilizadas como pH 6timo. Portanto, a

Tabela 3.7.2 possui a seguinte configuragdo em termos dos coeficientes de

contrastes:
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TABELA 3.7.2 - Niveis das variaveis para o planejamento de captopril em farmacos.

Ensaios R.(mol L") S.(mol L) A.(mol L)
1 + + +
2 - + +
3 + - +
4 - - +
5 + + -
6 - + -
7 + - -
8 - - -
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Tem-se um total de 11 experimentos, sendo 8 do planejamento fatorial

e 3 da réplica no ponto central.



3.7.2.1 - Determinagao de captopril em farmacos comerciais

Reacgéo quimica:

Ag” + H0 + N

(ag) ii _.+COOH

CH,
PH=70 . S\)\C/O
g ~

N

i i . COOH

(s6lido)

FIGURA 3.7.2.1 — Reagao entre os ions prata e captopril.

Variaveis a estudar:

« Concentracgéo de reagente (R), nitrato de prata (Ag®);

e Concentracao de surfactante (S), PEG;

e Concentracao do analito (A), captopril.

Variaveis codificadas:

TABELA 3.7.2.1 - Variaveis estudadas para determinar captopril.

Nivel Captopril (A) PEG (S)
-1 4,0x10* mol L™ 1,0x10°mol L’ 0,01%(v/ V)
0 7,0 x 10 mol L™ 2,0x10%molL"  0,05%(v/ V)
1 1,0x 102 mol L™ 3,9x102mol L' 0,09%(v / v)
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+H;0 )

Os niveis de concentracdo das variaveis sao utilizados conforme

apresentados nas Tabelas 3.7.1 e 3.7.2. A ordem de adi¢gao de cada substancia foi

mantida na seguinte sequéncia: Primeiro adicionou-se o reagente em determinado

pH (o reagente estara com pH determinado pelo planejamento), depois o analito e

por ultimo o surfactante. Apds a adicdo dessas substancias, uma agitagcédo por um

tempo de 30 segundos foi utilizada para melhor homogeneizagdo da suspensao

formada. Posteriormente, em média apdés 2 minutos, foram registrados os sinais

turbidimétricos e nefelométricos e mostrados no display do equipamento

desenvolvido. Esse procedimento foi realizado para todos os analitos estudados,

conforme discutido na se¢ao 4.3.1.6.2 em resultados e discussao (capitulo 4).



Capitulo 4:

Resultados e discussao
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4 - Resultados e discussao
4.1 - Teste de estabilidade do PMTN

4.1.1 - PMTN ligado a rede elétrica

Na Figura 4.1.1 € mostrado o teste de estabilidade para uma série de
medidas realizadas num intervalo de seis horas e, em trés dias diferentes. Os
resultados mostrados sao referentes ao equipamento operando em modulo
nefelométrico (470 nm) com dados em unidades arbitrarias, apenas com a cubeta no

compartimento éptico.

2000 -

—=— 1°Dia
—e— 4°Dig|

1600 —4— 6°Dia

1800

1400

1200 - s ‘11 :

1000
800+
600 -
400
200

Unidades Arbitrarias (UA)

0—50 (I) 5IO 1(I)0 150 2(I)0 2;30 3(I)0 SéO 4(I)O
Tempo (minutos)
FIGURA 4.1.1 — Avaliagdo da estabilidade do PMTN. Monitoramento realizado por

um periodo de seis horas em trés diferentes dias.

Analisando o grafico da Figura 4.1.1 pode-se observar que o
equipamento é estavel, independente do tempo e do dia no qual foi operado. De
fato, pouca flutuagao (dritf) € percebida entre as medidas, gerando um desvio
padrao relativo, do inglés, RSD (Relative Standard Deviation) de 0,05 %. Nesse
estudo de estabilidade, o equipamento foi operado no médulo nefelométrico, com a
fonte de radiacdo (LED2) acionada e utilizando a cubeta (sem solugdo) no
compartimento oOptico. Nessa etapa de testes preliminares € necessario apenas
conhecer a estabilidade do equipamento e ndo do sistema quimico, de modo que,
apenas a cubeta sem solucdo foi posta no caminho 6ptico. O sinal nefelométrico
ficou por volta de 1100 U.A. devido principalmente a luz espalhada pela cubeta e
posteriormente detectada a 90°.

Na Figura 4.1.1a sdo mostrados os dados em unidades arbitrarias (UA)

referentes as medidas turbidimétricas (405 nm) para a estimativa da relagao sinal
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ruido. Na primeira série de medidas, Figura 4.1.1a (a), o equipamento estava com a
fonte de REM desligada com o objetivo de obter o nivel de ruido detectado, esse é
conhecido na literatura como dark, termo em inglés referente ao sinal obtido na
auséncia de radiagdo®. A segunda série de medidas, Figura 4.1.1a (b), refere-se ao
sinal analitico total (sinal turbidimétrico sem qualquer tratamento dos dados), apenas

com a cubeta no compartimento optico.

T 225 - a) Z 60230 - b)
=3 2
& 220
5 &
-_‘é 215 E
< <
@ 210 2
© T
5] (T
8 205 3
(= (=4
> 123456 7 8 9101112 > 1234567 89101112
Numero de medidas (n) Numero de medidas (n)

FIGURA 4.1.1a — Avaliacdo da relacido sinal ruido para 12 medidas realizadas no
intervalo de 30 minutos (6 horas). (a) série de medidas do sinal espurio (dark, em
média 215 UA) e (b) série de medidas do sinal turbidimétrico total (em media 60.200

UA, em condigdes proximas a da saturagédo do sensor).

Foi observado que o sinal espurio (dark) corresponde apenas a 0,36 %
do sinal total. Portanto tém-se uma ampla faixa de trabalho empregando esse
equipamento. O equipamento ficou ligado por um periodo de 6 h e um baixo valor de
RSD (0,03%, calculado para o sinal turbidimétrico total) comprova a baixa
variabilidade dos dados. Independente da técnica utilizada, como foi comprovado
pelos valores de RSD obtidos. A estabilidade do equipamento é perceptivel e ambas
as técnicas podem ser utilizadas para as determinagdes dos analitos de interesse.
Variagdes nos valores de RSD acima desses encontrados podem ser creditadas aos
fatores fisicos e quimicos nas quais as determinacdes dos analitos foram realizadas.

Os dados apresentados séo referentes ao detector TSLB257 (detector
sensivel a REMs na regido do azul). Entretanto, os dados fornecidos pelo sensor
TSL260R-LF /R sdao compativeis (RSD = 0,05%), pois apresentam semelhantes
niveis de ruido devido a similaridade no sistema de aquisicdo de dados, como visto
na secdo 3.3.2. Segundo os datasheets’”” "% do fabricante (manuais), os sensores

tém um nivel de ruido de apenas 0,08 % (4 mV ruido / 5000 mV de sinal).
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O equipamento forneceu um valor de 0,36 %, esse valor um pouco
acima do nivel de ruido fornecido pelos sensores é devido ao somatério do ruido
fornecido por todos os componentes eletronicos e materiais os quais constituem o
equipamento (LEDs, sensores, resistores, LCD, PIC, -capacitores, diodos,
retificadores, fios, solda entre outros). Entretanto, o valor encontrado é bastante
aceitavel, haja vista a utilizagdo de componentes eletronicos de baixo custo.

Os valores de dark sao sempre descontados via TURBO3 antes de
realizar cada analise, de modo que, os dados analiticos sé&o exclusivamente
referentes aos fendbmenos de interesse.

Todos os resultados mostrados foram obtidos em uma sala
aclimatizada com temperatura estavel e constante em (18 * 2)°C e com o
equipamento ligado em rede elétrica convencional (110 V).

Em seguida, sdo apresentados os resultados dos testes de estabilidade
obtidos com o equipamento em mddulo de bateria.

4.1.2 - PMTN em moédulo de bateria

O mdédulo de bateria foi acionado para verificagdo da portabilidade do
equipamento construido. Foram testados em dois ambientes distintos, um com
controle de temperatura (sala aclimatizada) e outro em ambiente sujeito a variagéo

de temperatura. Os resultados s&o mostrados na Figura 4.1.2.

1400+ —a— MEDIDA-1
—e— MEDIDA2

1200 i
1000 -
800 -
600 i

400

Unidades Arbitrarias (UA)

0 1I0 2IO 3IO 4I0 5IO 6I0
Tempo (minutos)
Figura 4.1.2 — Avaliacdo da estabilidade para o PMTN em mdédulo de bateria. Medida
1 (em sala aclimatizada com 18°C de temperatura) e medida 2 (ambiente externo ao
laboratério, 29°C). Os dados s&o referentes ao modulo nefelométrico (470 nm)

apenas com agua deionizada na cubeta.
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Analisando os dados obtidos da Figura 4.1.2, pode-se concluir que n&o
ha diferenga estatistica ao nivel de confianca de 95%. A variagdo de temperatura foi
registrada utilizando um termdmetro digital portatil da INSTRUTHERM® modelo TE-
400 com resolucao de 0,1 %C e com uma bateria de 1,5 V.

A bateria recarregavel do PMTN (LEXEL® Ni-MH de 8,4 V com
capacidade de gerar 160 mAh) forneceu boa estabilidade ao equipamento com um
RSD de 0,07%. Porém, a partir de 40 minutos, empregando essa bateria, o
funcionamento do equipamento foi comprometido, como pode ser observado na
Figura 4.1.2. Um tempo maior de funcionamento pode ser alcangado aumentando-se
a carga fornecida pela bateria e ha, no mercado, baterias que poderiam aumentar o
tempo de uso do equipamento. Todavia, quanto maior a carga da mesma, maior é
seu custo. A insercdo do modulo de bateria permite um ganho em autonomia de
energia, portabilidade e robustez ao PMTN.

O PMTN consome aproximadamente 240 mAh, que pode ser
considerado um baixo consumo de corrente elétrica em termos operacionais.
Entretanto, como o tempo de resposta do PMTN é da ordem de 50 ms e a
manipulagédo dos reagentes leva em média 30 segundos, muitas analises podem ser
realizadas com o equipamento ligado. Desligando o equipamento pode-se aumentar
este tempo (45 minutos), uma vez que o equipamento é previamente calibrado e
todos os dados sdo gravados na memoria interna do PIC. Uma substituicdo da
bateria pode ser realizada sem comprometer o seu desempenho analitico.

Os LEDs e os sensores utilizados nao apresentam uma variagao
significativa no desempenho quando utilizados na faixa de temperatura entre 20 — 45
°C, conforme o datasheet dos fabricantes'"’.

O moddulo de bateria foi idealizado para analises de sulfato em locais
distantes ou de dificil acesso sujeitos a variacdo de temperatura. Esse tipo de
analise em campo €& importante para conservar a autenticidade das amostras e a

tomada de decisdes preventivas.

4.1.3 - Teste de estabilidade com um multimetro digital

O teste de estabilidade do PMTN foi realizado dessa vez tomando um
multimetro digital GoldStar modelo DM-341 como interface. O sinal foi monitorado
por um periodo de 6 horas e o desempenho foi semelhante ao anteriormente

observado no display do equipamento proposto. O objetivo de realizar esses testes é
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observar a qualidade do sinal analitico em outros equipamentos interligados a ele.
Analises foram registradas ao longo desse tempo e obtiveram-se as leituras do sinal
espurio com os LEDs (405 e 470 nm) desligados e sinal total com os LEDs ligados,
obtendo-se um nivel de ruido de 0,81%. O nivel de ruido foi maior do que o
fornecido no display do equipamento. Isso significa que o ruido do PMTN foi somado
ao do multimetro durante as leituras feitas com o mesmo, pois quanto mais
dispositivos acoplados maiores sdo as tendéncias de obtengdo de sinais espurios

inerentes aos outros componentes eletrénicos utilizados.

4.1.4 - Teste de estabilidade com um microcomputador

Um microcomputador Pentium 4, com uma interface NI USB-6008 com
resolucdo de 12 Bits e velocidade de 10 kS/s da National instruments foi utilizado
para a aquisicdo dos sinais oriundos do PMTN. Da mesma forma descrita acima,
foram realizados os testes para o monitoramento do equipamento por um periodo de
6 h. O nivel de ruido foi estimado em 0,88%, resultado semelhante aos obtidos nos
testes anteriores. Uma fotografia do programa fornecido pelo fabricante € mostrada

na Figura 4.1.4.
Analog lnput | Analog Output || Digital 140 | Counter 140

Channel Mame IMa Input: Limit Rate (Hz}
D1 aill 10 1000

Mode Iin Input: Limit Samples To Read
0On Demand -10 plaiu}

Input Configuration
Differential

amplitude ws. Samples Chart Auto-scale chart [7]

Value |0,0458

FIGURA 4.1.4 - Programa fornecido pela interface NI USB-6008 mostrando o sinal
pulsado obtido pelo PMTN.

Como pode ser visto na Figura 4.1.4, cada sinal analitico pulsado
corresponde a uma determinacdo realizada pelo analista. O sinal pulsado é uma

técnica utilizada para minimizar sinal espurio. Quando se pulsa uma fonte de
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radiacao, evita-se que flutuagdes na rede elétrica possam influenciar nas medidas do
equipamento e previne-se quanto ao aquecimento das fontes de REMs. Os pulsos
sao controlados pelo cristal oscilador do PIC, sendo o sincronismo feito com elevada
eficiéncia. Todos os testes, ensaios e determinagdes realizadas adiante foram
executados com o PMTN operando em modo pulsado. Em seguida é mostrada a
calibracdo do PMTN com formazina.

4.2 - Calibragao do PMTN

Os resultados da calibragdo do PMTN com formazina (F) para ambos
os métodos turbidimétrico (T) e nefelométrico (N) com as determinagdes executadas

em comprimento de onda da regiao azul e IR sdo mostrados na Figura 4.2.
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FIGURA 4.2 - Curvas de calibragado Turbidimétrica e Nefelométrica com LED IR em
880nm (a) e (b) e com LED na regido azul (405 e 470 nm) (c) e (d). As respectivas

equacgdes obtidas pelas regressdes lineares realizadas também sao mostradas.
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Dentre as quatro curvas de calibragdo mostradas, a curva de
calibragdo da Figura 4.2 (b) € a unica que segue as normas da ISO 7027 para
equipamentos a base de LED como fonte de radiacdo. Os dados revelam que em
termos de regressao linear os métodos sdo compativeis, entretanto as medidas
feitas em 470 nm (nefelométrico) mostram-se com superior sensibilidade analitica
por mais de uma ordem de grandeza em relagao aquelas realizadas com LED IR em
880 nm (nefelométrico). O método turbidimétrico (405 nm) mostrou-se 4 vezes mais
sensivel quando comparado com aquele baseado em medidas no /R. Portanto,
pode-se justificar a realizagdo das determinagdes na regido do azul ao invés
daquelas realizadas no IR*® 7.

Esses resultados estdo de acordo com a Equacgao 1.1.3.1b, pois o sinal
analitico é inversamente proporcional a quarta poténcia do comprimento de onda da
radiacdo incidente (1/1%). A diferenga em comprimentos de onda (Aamax. — Aimax. = 65
nm, onde: Aimax. =405 nm Amax =470 nm) €& pequena o suficiente para nao
influenciar na qualidade das medidas turbidimétricas e nefelométricas, como visto,
pois os resultados nefelométricos foram melhores em termos de sensibilidade
analitica que os turbidimétricos. Todavia, o equipamento esta devidamente calibrado
para analises de particulados em suspensdo em qualquer tipo de matriz e as
analises na regido IR serao utilizadas sempre que necessarias. Abaixo, na Tabela

4.2, sao mostrados alguns parédmetros obtidos pelos métodos aplicados.

TABELA 4.2 - Especificacbes técnicas do equipamento proposto para analise

turbidimétrica e/ou nefelométrica.

PMTN/ .+ Turbidimetria Nefelometria Turbidimetria Nefelometria
Caracteristica
Faixa (FNU) 0,001-800 0,001-1200 0,01-1500 0,01-1500
Fonte de luz LED 405 nm LED470nm LEDIR880nm LED IR 880 nm
Angulo de
medida (°) 180 90 180 90
Limite de 0,001 NTU 0,001 NTU 0,01 NTU 0,01NTU
Deteccao
Precisao +0,17% +0,31% + 0,25% +0,55%
Critério de ) ) ) 1SO 7027
normas

‘Numero de padrdes necessarios para calibracdo antes do uso = 3.
Tamanho da amostra = 4 mL (cubeta de plastico). Alimentagdo 110 V ou bateria de 9
V.
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4.3 - Resultados das aplicagoes analiticas no PMTN

4.3.1 - Determinacao de sulfato em aguas

4.3.1.1 - Planejamento fatorial 2* com ponto central

Os resultados obtidos foram normalizados e sdo mostrados no grafico
dos efeitos. Optou-se por fazer um planejamento fatorial com ponto central, pois
conforme a literatura estuda-se trés niveis de concentracdo de analito para trés
niveis de reagentes. Mesmo sabendo-se que a concentracdo de analito é uma
variavel importante, essa foi adicionada no planejamento para observar a sua
relacdo com a concentracdo de reagente®.

Abaixo é mostrado o grafico dos efeitos para as variaveis estudadas no

planejamento referente a determinacao de sulfato em amostras de agua.

3,00 Z
=
E13%
1,00
E23 5334
_E153 3
0,00 r T T T Itéfiq E124 T 1
14
-1,00 @’ 2
200 @ Efeitos
-3,00
-25,00 -20,00 -15,00 -10,00 -5,00 0,00 5,00 10,00

FIGURA 4.3.1.1 — Grafico dos efeitos do planejamento fatorial com ponto central
para a determinagao de sulfato em agua. O método turbidimétrico foi utilizado com
medida em 405 nm. Legenda: E1 (efeito da variavel 1 = A (Analito)), E2 (efeito da
variavel 2 = R (Reagente)), E3 (efeito da variavel 3 = S (Surfactante)), E4 (efeito da
variavel 4 = pH (pH da solugao)).

As variaveis passam do nivel -1 (menor valor da variavel) para o nivel
+1 (maior valor da variavel) sendo essa variagéo refletida no sinal analitico medido.
No caso da determinagéo turbidimétrica, a poténcia da REM que chega ao detector
diminui com o aumento da concentracdo de particulas em suspensdo. Assim,
quando o nivel da variavel passa de menos (-) para mais (+) causando uma

diminuicdo do sinal (desloca-se para efeito negativo) torna-se um efeito desejado e,



66

portanto a variavel deve ficar em seu maior nivel (+1). Caso contrario, se o sinal
diminuir com menor intensidade, devido ao menor espalhamento da REM (desloca-
se para efeito positivo) caracteriza-se um fendmeno indesejado e a variavel deve
ficar em seu nivel menor (-1). Assim sempre que a variavel aparecer no grafico de
efeitos com valores negativos ela deve ficar em seu maior nivel (+1) e quando o
efeito for positivo seu nivel deve ser menor (-1).

Analisando o grafico dos efeitos pode-se dizer que as principais
variaveis sdo: Var1t = A(+1) =110 (mg /L), Var2 = R(+1) =5,9% (m / v) e Var4 = pH
= 1,0. A variavel 3 (sufactante) ndo se mostrou importante, pois passa préoximo a
linha reta que liga os pontos de baixa significancia estatistica e, portanto, pode ter os
niveis (+1) ou (-1), cominando nos experimentos 1 ou 3. Entretanto, o experimento 3
forneceu os melhores resultados em termos de estabilidade da suspensao formada,
onde a concentragdo do surfactante deve ficar em seu nivel (-1) isto é, 0,01 % (m /
v). Essas variaveis foram devidamente utilizadas ao longo de todos os experimentos
necessarios para a determinacao de sulfato em amostras de aguas da represa do
Lago Monjolinho (S&o Carlos — SP). Os efeitos das combinagdes entre as variaveis
nao foram discutidos nesse presente trabalho, pois nesse caso, o foco foi
direcionado na contribuicdo que cada variavel fornece ao planejamento. Entretanto,
em trabalhos futuros essas combinag¢des podem ser devidamente exploradas.

Os demais analitos também foram analisados e estudados por meio do
grafico dos efeitos, sendo a descrigdo e a explicagdo do fenbmeno abordado de
forma semelhante, fazendo uso do método turbidimétrico em comprimento de onda
de 405 nm. O método nefelométrico fornece resultados similares, haja vista que o
equipamento foi devidamente calibrado para ambos os métodos. A escolha pelo
método turbidimétrico como padrdao para abordar o grafico dos efeitos é
simplesmente pelo fato da técnica ser mais conhecida e, portanto, de mais facil
interpretacéo.

Outro fato interessante de ser esclarecido € que o equipamento faz
analise turbidimétrica e nefelométrica de modo praticamente simultdneo, com 50 ms
de intervalo entre uma e outra medida, possibilitando assim obter as mesmas

condicdes de analises em ambas as técnicas.
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4.3.1.2 - Estudo de interferentes em potencial em amostras de agua

Uma vez determinadas as variaveis mais importantes e seus
respectivos niveis foi em seguida realizada a analise de possiveis interferentes no
método baseado na formacdo de sulfato de bario. Por se tratar de amostras
ambientais (aguas de lago), muitas substancias podem estar contidas, entretanto
foram tomados alguns desses possiveis interferentes em concentragbes nas quais
esses possam causar alguma interferéncia’™. Os resultados sdo mostrados na
Tabela 4.3.1.2.

TABELA 4.3.1.2 — Efeito dos concomitantes na analise turbidimétrica de sulfato.
Interferéncia calculada utilizando-se uma solugdo padréo de 80 (mg / L) (8,33 x10™
mol L™ de SO4%).

Possiveis interferentes Interferéncia (%)
Cloreto de sddio (24x) 1,5
Fosfato diacido de potassio (24x) -0,6
Cloreto de potassio (24x) 1,6
Carbonato de calcio (24x) -0,4
Fluoreto de sddio (2,4x) -2,5
Cloreto de magnésio (24x) -1,8
Brometo de potassio (24x) 1,9
Nitrato de sédio (24x) 0,7
Cloreto férrico (2,4x) -2,6
Todos * -3,9

* Todos os concomitantes (fosfato diacido de potassio, cloreto sédio, cloreto de
magneésio, cloreto de potassio, brometo de potassio, nitrato de sddio) estavam em
concentragdes 24 vezes maiores que aquela da solugao do padréao de sulfato (24x),
exceto cloreto férrico, fluoreto de sddio e carbonato de calcio, que estavam em

concentracdes 2,4 vezes maiores.

Como pode ser observado nesta Tabela, as interferéncias daqueles
concomitantes investigados causaram interferéncias despreziveis na determinagao
de sulfato em amostras de agua naturais. Em amostras de aguas naturais (lago) a
concentragdo de, por exemplo, ions prata (Ag’) esta em nivel inferior ao encontrado
para sulfato, justificando a auséncia desses nos estudos de interferéncia. Entretanto,

a interferéncia é bastante acentuada quando os mesmos estdo presentes, pois o
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cloreto presente no reagente (cloreto de bario) reage fortemente com ions prata

formando cloreto de prata.

4.3.1.3 - Estudo de adicao e recuperagao

As amostras de aguas naturais foram coletadas na represa do Lago
Monjolinho em dois pontos distintos (no inicio e no fim) do trecho que corta as
dependéncias da UFSCar. As amostras foram devidamente filtradas e adi¢cdes de
analito em trés niveis de concentracdo foram estudadas. Os resultados sao

mostrados na Tabela 4.3.1.3.

TABELA 4.3.1.3. Estudos de adicdo e recuperagcdo para amostras de agua da
represa do Lago Monjolinho (UFSCar). Os resultados obtidos sdo acompanhados

dos respectivos valores de desvio padrdo com n = 3.

Adicionado / Recuperado / Recuperacéao
Amostras
(mg/L) (mg /L) (%)
30,0 29,8+0,8 99,3
A 40,0 419+0,8 104,8
80,0 86,2 + 0,1 107,8
30,0 30,9+0,2 103,0
B 40,0 39,1+0,1 97,8
80,0 83,2+0,2 104,0

Observa-se que as amostras tiveram um percentual de recuperagao
entre 97,8 -107,8%, valores aceitaveis e concordantes com a avaliagdo do efeito de
concomitantes, mostrando que as amostras de agua séao livres de interferentes em
potencial. Com isso uma curva de calibragdo foi construida e amostras de aguas

foram analisadas.

4.3.1.4 - Curvas analiticas para a determinagao de sulfato em aguas

A curva analitica obtida com o PMTN em moédulo turbidimétrico é

mostrada na Figura 4.3.1.4, seguida dos parametros de calibragdo do método.
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FIGURA 4.3.1.4 - Curva de calibragao para determinagao turbidimétrica (405 nm) de

sulfato, apresentando um coeficiente de regressao linear (r) = 0,994.

A seguir, na Tabela 4.3.1.4 sao apresentados os principais parametros

dos resultados obtidos pela aplicacdo do método turbidimétrico.

TABELA 4.3.1.4 - Parametros da metodologia aplicada para a determinacdo de

sulfato em aguas (SF).

Parametros Resultados

Sinal Turbidimétrico (UA) = (0,0047 + 0,0002)
+(0,0060 + 0,0002)x [SF]
10 (mg /L) (1,0x 10* mol L") a

Equacéo da regresséo

Faixa linear 3 ]
130 (mg /L) (1,4 x 10" mol L)
Limite de deteccgdo (LD) 0,031 (mg /L) (3,2x 10" mol L)
Limite de quantificagdo (LQ) 0,10 (mg /L) (1,0 x 10° mol L™)

Reprodutibilidade (RSD, n=3)* 0,07% para 80 (mg /L) (8,3 x 10 mol L)

* A reprodutibilidade foi avaliada em trés dias distintos com temperatura controlada

em 18 + 2 °C numa sala aclimatizada.

Os dados apresentados na Figura 4.3.1.4 e na Tabela 4.3.1.4 estdo em
unidades arbitrarias (U.A.), pois, ndo seguem as normas estabelecidas pela ISO
7027 para equipamentos a base de LED.

Na Figura 4.3.1.4a é mostrada a curva de calibragdo do PMTN no

modulo nefelométrico.
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FIGURA 4.3.1.4a - Curva de calibragdo para determinacdo de sulfato no médulo

nefelométrico com medida em 470 nm, com coeficiente de regressao (r) = 0,997.

A seguir, na Tabela 4.3.1.4a sdo apresentados os principais
parametros dos resultados obtidos para o método nefelométrico obtido
sequencialmente (praticamente simultédneo, intervalo de 50 ms) para a determinagéo

de sulfato em amostras de aguas.

TABELA 4.3.1.4a - Parametros nefelométricos para a determinacao de sulfato em

aguas (SF).

Parametros Resultados

Sinal Nefelométrico (UA) = (60 + 17)
+ (8,3 + 0,3)x [SF]
10 (mg /L) (1,0x10* mol L") a

Equacao da regressao

Faixa linear
150 (mg /L) (1,6 x 10° mol L)
Limite de deteccgdo (LD) 0,21 (mg/L)(2,2x10%mol L ™)
Limite de quantificacdo (LQ) 0,70 (mg /L) (7,3x 10° mol L")
Reprodutibilidade (RSD, n=3)* 0,12% para 80 (mg /L) (8,3 x 10 mol L)

* A reprodutibilidade foi avaliada com os mesmos critérios do médulo turbidimétrico.

Os dados apresentados na Figura 4.3.1.4a e na Tabela 4.3.1.4a
também estdo em unidades arbitrarias (U.A.). Determina¢gées empregando o LED IR

(880 nm) podem ser realizadas utilizando a nomenclatura FNU, entretanto, medidas

3,6,7

nesse comprimento de onda sdo menos sensiveis como discutido na secgéo 4.2.
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Neste caso, o LED IR é empregado quando se necessita de determinagdes da
turbidez sem a interferéncia de matriz colorida. E um erro utilizar tais unidades se a
configuragcdo ndo € de um nefeldbmetro (medida com detector alinhado a 90° em
relacéo a fonte de REM IR com emissdo em 860 £+ 60 nm).

Em seguida s&do mostrados os resultados obtidos com equipamentos
comerciais (espectrofotdmetros UV-Vis) para analise turbidimétrica e nefelométrica
empregando o mesmo método utilizado pelo PMTN. Os equipamentos comerciais
foram mantidos em sala aclimatizada da mesma forma que o PMTN.

4.3.1.5 - Método de referéncia

4.3.1.5.1 - Curva analitica para a determinacao de sulfato aplicando

o método turbidimétrico empregando equipamento comercial

A curva analitica obtida com o espectrofotdbmetro Shimadzu modelo UV

2550 para analise turbidimétrica € mostrada na Figura 4.3.1.5.1.
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\

Sinal Turbidimétrico (UA)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentragao/ (mg/L)
FIGURA 4.3.1.5.1 - Curva analitica para determinagao de sulfato obtida com um
espectrofotometro de duplo feixe SHIMADZU modelo UV 2550 com medida em 405

nm, apresentando um coeficiente de regressao linear (r) = 0,994.

Na Tabela 4.3.1.5.1 sao fornecidos os principais parametros obtidos
por meio da aplicagdo do método turbidimétrico para a determinagao de sulfato em
amostras de aguas.
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TABELA 4.3.1.5.1 - Parametros obtidos com o equipamento comercial da Shimadzu
aplicado para determinagao turbidimétrica de sulfato (SF).

Parametros Resultados
Sinal Turbidimétrico (UA) = (—0,007 + 0,001)
+ (0,0091 + 0,0002)x [SF]
10 (mg /L) (1,0x10* mol L") a

Equacéao da regressao

Faixa linear 3 ]
150 (mg /L) (1,6 x 10° mol L™)
Limite de deteccéo (LD) 0,20 (mg /L) (2,1 x10%mol L ™)
Limite de quantificagdo (LQ) 0,67 (mg /L) (6,9x 10° mol L™)

Reprodutibilidade (RSD, n=3) 0,08% para 80 (mg /L) (8,3 x 10 mol L")

Os resultados mostram que o PMTN apresenta uma reprodutibilidade e
uma faixa linear compativeis com o equipamento comercial com um limite de
detecgéo (LD) préximo de uma década mais baixo. Esses resultados comprovam a
estabilidade e a elevada sensibilidade do conjunto microncontrolador, LED, sensor, e
software utilizados.

O PMTN foi também comparado com o equipamento da Ocean Optics
USB 2000, com a vantagem em relagdo ao equipamento anterior de poder realizar

analises nefelométricas.

4.3.1.5.2 - Curva analitica para determinagao de sulfato aplicando
os métodos turbidimétrico e nefelométrico empregando outro

espectrofotometro comercial

Para validar as medidas nefelométricas do PMTN foi necessaria a
utilizacdo de outro espectrofotdmetro com possibilidade de realizacdo de medidas
em angulo de 90°, dessa forma foi utilizado o préprio kit de acessorios fornecidos
pelo fabricante (Ocean Optics) para fixar os LEDs e as fibras Opticas necessarias
para as analises no referido equipamento comercial. Entretanto, ndo apenas
medidas nefelométricas como também turbidimétricas foram realizadas para servir

de referéncia para o PMTN. Os resultados sdo mostrados a seguir.
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FIGURA 4.3.1.5.2 - Curva de calibracdo para determinacéao turbidimétrica de sulfato
no espectrofotdometro Ocean Optics. O espectrofotdmetro foi equipado com uma fibra
optica US Ps-50 acoplado com o mesmo LED em 405 nm usado no equipamento
proposto sob as mesmas condigcdes de alimentacdo elétrica. O coeficiente de

regressao linear (r) obtido foi 0,992.

A seguir na Tabela 4.3.1.5.2 sdo mostrados os principais parametros

obtidos empregando o método turbidimétrico.

TABELA 4.3.1.5.2 - Parametros referentes ao método turbidimétrico utilizando o
equipamento da Ocean Optics.

Parametros Resultados
Sinal Turbidimétrico (UA) = (0,03 + 0,02) +
(0,0069 + 0,0003)x [SF]
10 (mg /L) (1,0x10* mol L") a

Equacéao da regressao

Faixa linear 3 P
130 (mg /L) (1,4 x 10° mol L™
Limite de deteccéo (LD) 0,40 (mg /L) (4,2x10%mol L ™)
Limite de quantificagdo (LQ) 1,33 (mg /L) (1,4x10° mol L™
Reprodutibilidade (RSD, n=3) 0,06% para 80 (mg /L) (8,3 x 10* mol L™)

A seguir, o PMTN é comparado com o equipamento da Ocean Optics
USB 2000, para o modulo nefelométrico. Com os resultados obtidos é possivel uma
comparagao com um equipamento que possibilite analises turbidimétricas e
nefelométricas como o PMTN.
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FIGURA 4.3.1.5.2a - Curva de calibragdo para determinacdo de sulfato no
espectrofotometro Ocean Optics equipado com uma fibra Optica US Ps-50 com

medida nefelométrica em 470 nm, com um coeficiente de regresséo (r) de 0,997.

A seguir, na Tabela 4.3.1.5.2a, sao apresentados os resultados
referentes a aplicagdo do modulo nefelométrico para a determinacado de sulfato em

amostras de aguas.

TABELA 4.3.1.5.2a. Parametros da metodologia aplicada para a determinacéo de

sulfato empregando um espectrofotdmetro da Ocean Optics modelo USB 2000.

Parametros Resultados
Sinal Nefelométrico (UA) =

(49 +4)+ (2,05 + 0,05)x [SF]
30 (mg/L)(3,1x10* mol L") a

Equacao da regressao

Faixa linear
150 (mg /L) (1,6 x 10° mol L)
Limite de deteccgdo (LD) 0,66 (mg /L) (6,9x10°molL™)
Limite de quantificacdo (LQ) 2,20 (mg/L)(2,3x10° mol L)
Reprodutibilidade (RSD, n=3) 0,2 % para 80 (mg /L) (8,3 x 10 mol L")

Os resultados mostram que o PMTN apresenta uma reprodutibilidade e
uma faixa linear compativeis com o equipamento comercial com um limite de
deteccgéo (LD) uma década mais baixo, comparando-se os resultados obtidos pela
aplicacdo do meétodo turbidimétrico. Um LD trés vezes menor foi obtido quando

comparados os resultados empregando o médulo nefelométrico.
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Outro fato interessante é que para todos os equipamentos estudados
para analise de sulfato em aguas, o médulo turbidimétrico mostrou-se melhor que o
nefelométrico em termos de LD. No decorrer dos demais estudos a serem
realizados, uma melhor avaliagdo podera ser tomada referente a esse
comportamento. Segundo a literatura para a analise nefelométrica, o sinal que chega
ao detector podera ser aumentado conforme aumenta-se a poténcia da REM
incidente, como discutido na secéo 1.1.3.2. Isso € um fato também comprovado nos
estudos realizados nessa dissertacédo de mestrado, pois ao aumentar a poténcia da
REM emitida pelo LED2 aumentou-se o sinal obtido no detector. Entretanto, fazendo
isso, ndo ocorreu necessariamente uma melhora nas figuras de mérito do método
empregados, pois essas dependem também das caracteristicas do sistema quimico
em estudo como, por exemplo, forma e tamanho das particulas. Estudos adicionais
serdo apresentados nessa dissertagao.

Para a construgcdo de todas as curvas analiticas foi-se descontado o
sinal do branco. Entretanto, mesmo descontando esse valor, os graficos
nefelométricos apresentam um coeficiente linear que ndo passa na origem. Isso se
deve ao elevado nivel de sinal de branco, pois a utilizagdo de uma fonte de REM de
maior magnitude gera um maior espalhamento e consequentemente uma REM mais
intensa atinge o detector. De fato, observando as curvas analiticas turbidimétricas,
as quais foram obtidas com LEDs que emitem REM com menor intensidade, isso
nao ocorreu. Esse comportamento € encontrado no PMTN e nos equipamentos
comerciais (espectrofotometros UV-Vis) utilizados como referéncia. Entretanto, isso

nao afeta a qualidade dos resultados, como mostrado nas se¢des seguintes.

4.3.1.6 - Determinagoes turbidimétricas e nefelométricas de sulfato
em amostras de aguas de lago

As concentracbes de sulfato nas amostras de agua foram
determinadas empregando-se as respectivas equagdes das curvas analiticas obtidas
em cada modo de operagao do equipamento construido.

Determinagbes turbidimétricas preliminares realizadas com os
equipamentos de referéncia mostraram que as concentragdes de sulfato estavam
préximas aos limites de detecgdo para todos os equipamentos e, portanto, fora da

faixa linear das curvas analiticas construidas. Por esse motivo as amostras foram
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fortificadas com padréo de sulfato (500 mg L™ = 5,2 x 10™ mol L") para obter 30 mg
L™ de concentragao final (3,1 x 10 mol L™).

4.3.1.6.1 - Amostras analisadas pelo método turbidimétrico

As amostras foram analisadas por turbidimetria nos equipamentos
PMTN, espectrofotbmetro da Shimadzu (espectrofotbmetro 1) e Ocean Optics
(espectrofotdbmetro 2). Os valores de concentracdo (mg / L) e erro relativo (RE-

Relative Error) sao mostrados na Tabela 4.3.1.6.1.

TABELA 4.3.1.6.1 — Resultados obtidos pela aplicacdo do método turbidimétrico
para a determinagdo de sulfato em amostras de aguas de lago fortificadas com

solucdo padrao de sulfato.

Amostra/  Espectro- Espectro- PMTN RE1(%) RE2(%)

(mg /L) fotdbmetro 1 fotdbmetro 2
A1 29,6 +0,1 28,6 +0,3 29,0 £0,1 -2,0 1,4

A2 31,0+0,1 324+06 31,5605 1,6 2,7

Observa-se que os resultados sdo concordantes, conforme pode ser
visto pelos baixos valores de RE. Os valores obtidos pela aplicacdo dos testes F e t
pareado apresentados na Tabela 4.3.1.6.1a corroboraram com os resultados
obtidos.

Tabela 4.3.1.6.1a - Teste F e Teste t pareado para as amostras de aguas (A)
(mg L™) de lago fortificadas com solugédo padrao de sulfato.
TESTE F Teste t
A (Ep1eP) (Ep1eEp2) (Ep2eP) (Ep1eP) (Ep1eEp2) (Ep2eP)

A1 2,0 3,2 6,5 0,6 0,9 0,7

A2 4,3 1,4 6,0 0,1 0,4 0,3
Com: Eq1 e Eq2 respectivamente espectrofotdmetro 1 e 2. O PMTN = P (proposto).
F- tabelado (2, 2, 95%) = 19,0 e t - tabelado (2, 2, 95%) = 4,30.

Como mostrado na Tabela 4.3.1.6.1a, os valores obtidos pela aplicagao
dos testes F e t calculados sdo menores que os valores tabelados (criticos). Assim,

pode-se afirmar que nao existe diferencga significativa, a um nivel de confianga de
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95 %, entre os resultados encontrados empregando-se esses equipamentos para a
determinacao turbidimétrica de sulfato em amostras de aguas de lago fortificadas.

4.3.1.6.2 - Determinacdao de sulfato em agua empregando-se o

método nefelométrico com equipamento em campo

As determinagdes nefelométricas de sulfato em amostras de agua de
lago foram feitas em campo empregando-se o equipamento PMTN operado a
bateria. Para efeito de comparacdo, a determinagdo de sulfato nestas amostras
foram feitas no laboratorio com o equipamento 2 (Ep2) em sala aclimatizada mantida
a 18 °C, enquanto o PMTN foi operado em campo em uma temperatura média de 28

°C. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.3.1.6.2.

TABELA 4.3.1.6.2 - Determinagao de sulfato em amostras de agua por nefelometria

empregando-se os equipamentos PMTN e Ep2 (espectrofotdmetro 2).

Amostras /5 PMTN-bateria RE(%) Teste F Teste t
(mg /L)
A1*  286+03  299+0,6 4,5 1,2 1,5
A2*  324+06  30,7+09 5,2 3.2 1,1

Comparando-se os resultados apresentados nas Tabelas 4.3.1.6.1 e
4.3.1.6.2, pode-se observar que os desvios padrdes e os erros relativos obtidos pela
aplicacao do PMTN em médulo de bateria foram maiores que no caso anterior (sem
modulo de bateria). O modulo de bateria € bastante estavel e o aumento dos erros
relativos e dos desvios padrdes das medidas € atribuido a variacdo de temperatura
do sistema quimico empregado na determinagao de sulfato, a qual deve ser mantida
constante ao longo de todas as determinagdes>®. Entretanto, mesmo fazendo analise
em campo, os resultados obtidos apresentaram erros relativos por volta de 5,0%.
Esses resultados sdo bastante satisfatorios, por se tratar de analise em campo e em
tempo real, a qual preserva as caracteristicas das amostras, haja vista que o
equipamento ja estava previamente calibrado e o tempo de analise € muito curto.

Como pode ser observado, nao existe diferenca entre os resultados fornecidos pelos
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meétodos turbidimétricos e nefelométricos. Além disso, uma analise sequencial pode
ser realizada em qualquer dos dois métodos adotados.

Outra avaliagdo importante € a seqiéncia de adicao das substancias.
Primeiro adicionou-se o reagente em determinado pH, depois o analito e por ultimo
o surfactante. O surfactante deve ser o ultimo, visto que € o responsavel pela
protecdo do coldide formado®. Alteragdes nessa seqiiéncia podem levar a erro por
volta de 3%. Assim, a seqliéncia de adicdo foi mantida constante® "',

Todas as determinacbes foram realizadas em sala aclimatizada
mantida a uma temperatura de 18 + 2 °C para evitar que a temperatura afete as
caracteristicas fisico-quimicas da suspensao formada, como velocidade de producao
dos nucleos e de crescimentos do particulado38. Assim, o mesmo controle de
temperatura foi mantido para os demais analitos estudados, como também a

sequéncia de adigao das substancias quimicas.

4.3.2 - Determinacgao de N-acetilcisteina

4.3.2.1 Planejamento quimiométrico

Abaixo, é mostrado o grafico dos efeitos do planejamento fatorial
aplicado para a determinagcdo de N-acetilcisteina em farmacos empregando o
método turbidimétrico (405 nm).
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FIGURA 4.3.2.1 - Gréfico dos efeitos para o planejamento de N-acetilcisteina. O
método turbidimétrico foi utilizado com medida em 405 nm. Legenda: E1 (efeito da
variavel 1 = R (Reagente)), E2 (efeito da variavel 2 = S (Surfactante)), E3 (efeito da
variavel 3) = pH (pH da solugéo), E4 (efeito da variavel 4 = A (Analito)).



79

As variaveis 1 (R), 2 (S) e 3 (pH) devem ficar em seus niveis menores
(-) pois, possuem efeitos positivos. Entretanto, a variavel 4 (A) deve ficar em seu
nivel maior (+) devido ao seu efeito negativo, que contribui para aumentar a
concentragao da suspensao formada. Dessa forma, o experimento que forneceu os
melhores resultados foi 0 experimento 8 constituido por: R(-) =1,0 x 10° mol L™, S(-)
- 0,01 % (v/v)=pH(-)=2 (HCI 0,01 mol L") e A(+) = 1,5 x 10°mol L.

4.3.2.2 Estudo de interferentes em potencial para a determinacao de
N-acetilcisteina em amostras farmacéuticas

Os possiveis interferentes foram analisados em concentragbes (200x,
4x e 0,1x), que correspondem respectivamente as concentragdes duzentas vezes
maiores, quatro e dez vezes menores, que o padrdao de N-acetilcisteina utilizado (5,0
x10* mol L"). A substancia quimica (celulose cristalina) ¢ mostrada em
percentagem (%), conforme também ¢é apresentada nas bulas de alguns

medicamentos.

TABELA 4.3.2.2 — Possiveis Interferentes para a determinagcdo de N-acetilcisteina

em modulo turbidimétrico (405 nm).

Possiveis interferentes Interferéncia (%)

Sacarina (4x) -0,3
Fosfato di-acido de potassio (4x) -1,1
Celulose cristalina (0,2 %) 1,5
Sacarose (200x) -2,6
Sacarose (20x) -1,7
Benzoato de sédio (200x) -28,5
Benzoato de sédio (4x) -1,4
EDTA (4x) -2,0
Frutose (200x) 0,6

Tartrazina (200x) 264,0
Tartrazina (200x) 1,4
Todos ~ 2,6

‘Medida realizada com o LED IR em 880nm e com o sensor /R TSL260R-LF.” Todos
(sacarina, fosfato diacido de potassio, sacarose, benzoato de sodio, frutose, EDTA,
celulose cristalina) com cada um em concentragdo quatro vezes maior (4x) medido

simultaneamente. Exceto celulose cristalina (0,2 %).

O benzoato de sdédio em concentragdo duzentas vezes maior (200x)
que o padrio de N-acetilcisteina (5,0 x 10™* mol L") causa uma interferéncia
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significativa, devido & complexagdo de Cu?* pelo anion benzoato, diminuindo assim o
sinal analitico para o analito. De modo que, ao diminuir a concentracdo do mesmo a
interferéncia é reduzida significativamente.

A tartrazina, corante de coloracdo amarela, foi encontrada nas bulas
dos medicamentos vendidos nas drogarias e farmacias. Analisando o espectro da
tartrazina, Figura - A em apéndices, € possivel observar uma absorgdo mais intensa
de REM com comprimentos de onda na radiagdo azul (400 — 470 nm), exatamente
na mesma regido de maxima emissao dos LEDs 1 (405 m) e 2 (470 nm). Essa
absorcao € explicada pelo conceito de cor complementar, conforme pode ser visto
na Tabela 1.1.2. A absor¢éo acentuada da REM emitidas por meio dos LEDs 1 e 2
causa uma elevada interferéncia no método empregado para a determinacao de N-
acetilcisteina nesses comprimentos de onda supracitados. Por isso, as
determinacdes de N-acetilcisteina na presenga desta substancia foram realizadas na
regiao espectral do infravermelho (Anax. = 880 nm), cuja REM nao é absorvida pela
maioria das espécies coloridas, inclusive a tartrazina (amarela). De fato, ao ser
utilizado o LED IR a interferéncia torna-se desprezivel.

O sensor IR foi devidamente calibrado com solucdo padrdo de
formazina e com solugdes padrées de N-acetilcisteina, assim, determinagdes nesse

comprimento de onda s&o tao confiaveis quanto os utilizados em 405 € 470 nm.

4.3.2.3 — Estudos de adi¢cao e recuperagao

A Tabela 4.3.2.3 mostra o percentual de recuperagao para o farmaco

N-acetilcisteina com o PMTN operando no médulo turbidimétrico.

TABELA 4.3.2.3 - Adicao e recuperacao de N-acetilcisteina em farmacos analisados

em triplicata (n= 3).

Amostras Adicionado/ mg Recuperado/ mg Recuperagéo (%)
81,6 77,4+0,2 94,9
A1 122,4 119,7 £ 0,1 97,8
163,2 170,5+ 0,1 104,5
81,6 82,7+0,2 101,3
A2* 122,4 120,4 £ 0,5 98,4
163,2 164,6 £ 0,3 100,9

A2* = amostra com tartrazina (corante) analisada com LED IR em 880 nm.
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Conforme apresentado na Tabela 4.3.2.3, os valores recuperados
ficaram entre 94,9- 104,5%, indicando auséncia de efeito de matriz, sendo
considerados esses valores aceitaveis. A Tabela 4.3.2.3 revela também que né&o
existe diferenga significativa entre os resultados obtidos na recuperagdo de N-
acetilcisteina nas determinag¢des turbidimétricas realizadas em 405 nm, para a
amostra A1 e 880 nm, para a amostra A2. Esses resultados indicam que o efeito de
matriz foi desprezivel para ambos os casos. De fato, a diferenga consiste apenas na
sensibilidade analitica, conforme ja discutido na se¢édo 4.3. Por isso, buscando
melhores figuras de mérito, as curvas analiticas mostradas em seguida foram
construidas utilizando os LEDs na regido do azul.

Para a determinagao da concentragao de N-acetilcisteina nas amostras
com tartrazina (A2) € necessario apenas realizar a calibragdo com os devidos
padrées em comprimento de onda na regido do IR (880 nm). Os dados referentes as
concentracdes obtidas nestas determinagdes sao apresentados nas Tabelas 4.3.2.5
e 4.3.2.5a. Dessa forma, utilizaram-se apenas medidas feitas em /R quando as
amostras apresentarem algum tipo de coloragéo que seja a cor complementar da luz
azul (405 e 470 nm).

4.3.2.4 - Curvas analiticas para a determinagao de N-acetilcisteina

A curva analitica e as principais figuras de mérito concernentes a
aplicacdo do método turbidimétrico (405 nm) para a determinagéao de N-acetilcisteina

em farmacos sdo mostradas na Figura 4.3.2.4 e na Tabela 4.3.2.4.
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FIGURA 4.3.2.4 - Curva de calibracdo para determinacdo de N-acetilcisteina no

modulo turbidimétrico (405 nm), com um coeficiente de regresséo (r) = 0,996.
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TABELA 4.3.2.4 - Figuras de mérito referentes a aplicagdo do método turbidimétrico
para determinacdo de N-acetilcisteina (NAC) empregando-se Cu?* como reagente

de precipitagao.

Parametros Resultados

Sinal Turbidimétrico(UA) = (—=7,29 + 0,02)x 10~*

Equacao da regressao
+ (75,10 + 0,02)x [NAC]

Faixa linear 5,0x 10°-1,2x 10 (mol L)
Limite de deteccgdo (LD) 7,56 x 10° mol L™
Limite de quantificacdo (LQ) 2,52 x 10®° mol L™
Reprodutibilidade (RSD, n=3) 2,54% para 3 x 10 mol L™

A curva de calibracdo nefelométrica para a determinacdo de N-
acetilcisteina, Figura 4.3.2.4a, e a Tabela 4.3.2.4a com as principais figuras de

mérito da metodologia aplicada sdo mostrados em seguida.
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FIGURA 4.3.2.4a - Curva de calibracdo para determinagcdo de N-acetilcisteina
empregando o modulo nefelométrico (470 nm). O coeficiente de regresséo linear (r)
obtido foi de 0,998.
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TABELA- 4.3.2.4a - Figuras de mérito obtidas pelo emprego do método
nefelométrico para determinacdo de N-acetilcisteina (NAC) utilizando-se Cu®* como

reagente de precipitagao.

Parametros Resultados
Sinal Nefelométrico (UA) =

(=27 +12) + (8,7 +0,4)x 10° [NAC]

Equacéo da regresséo

Faixa linear 5,0 x 10° = 5,0 x10™ (mol L)
Limite de detecgéo (LD) 2,82x 10° mol L™
Limite de quantificagdo (LQ) 9,40 x 10 mol L
Reprodutibilidade (RSD, n=3) 1,35% para 3 x 10 mol L™

Com os dados obtidos nas Tabelas 4.3.2.4 e 4.3.2.4a, pode-se
observar que o LD do método nefelométrico € menor que aquele obtido
empregando-se o método turbidimétrico. Entretanto, elevar demasiadamente a
poténcia da radiagéo incidente para aumentar o sinal analitico (sinal nefelométrico),
produz uma instabilidade na emissdo da REM por elevado aquecimento do LED. O

aquecimento leva a perda de preciséo e exatiddao das medidas.

4.3.2.5 - Determinacdo de N-acetilcisteina em amostras
farmacéuticas

O método comparativo empregado para a determinagdo de N-
acetilcisteina em produtos farmacéuticos foi um método desenvolvido em nosso
grupo de pesquisa que empregou uma solugao de sulfato de cobre Il como titulante

em titulagao condutométrica de N-Acetilcisteina, conforme descrito na secéo 1.5.2.
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FIGURA. 4.3.2.5 - Titulagcdo condutométrica de N- acetilcisteina com Cu?* (1,0 x 107
mol L™"). (a) amostra 1 e (b) amostra 2. Cada amostra foi adequadamente diluida e 6

mL foram analisados em triplicata.
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Fazendo alguns calculos, encontram-se a concentragdo das solugdes
de N-acetilcisteina e consequentemente os valores de massa do analito em cada

comprimido (amostra). O resultado € mostrado nas Tabelas 4.3.2.5 € 4.3.2.5a.

TABELA 4.3.2.5 - Resultados obtidos com o método condutométrico e com o PMTN

(mddulo turbidimeétrico) para as duas amostras analisadas em triplicata (n =3).

i PMTN
Amostras/ Comparativo/ / RE(%) Teste F Teste't

comprimido (mg) (mg) (mg)
A1 193 +2 190,3+0,8 -1,4 8,9 2,5
A2* 5702 575,9+0,7 1,0 4,0 0,5

A2* = amostra com tartrazina (corante) analisada com LED IR em 880 nm.

Os valores obtidos pela aplicagao do teste F para cada amostra foram
de 8,9 e 4,0, valores bem abaixo do tabelado (19,00) para um nivel de 95% de
confianca. Do mesmo modo, os valores obtidos com a aplicacado do teste t pareado
também ficaram abaixo do valor critico (4,30). Com esses resultados pode-se
concluir que nao existem diferencas estatisticas entre os resultados a um nivel de

confianca de 95%.

TABELA 4.3.2.5a - Resultados obtidos com o método condutométrico comparativo e
o com o PMTN (modulo nefelométrico). Os valores de teste F e t sé&o

respectivamente 19,00 e 4,30, com n =3.

Amostras/ Comparativo/ PMTN/ RE (%) TesteF Testet

comprimido (mg) (mg) (mg)
A1 19312 191,4 £ 0,9 -0,8 4,5 0,8
A2* 5702 572,5+0,9 0,4 1,4 0,8

A2* = amostra com tartrazina (corante) analisada com LED IR em 880 nm.

Os resultados confirmam que ambos os métodos turbidimétricos e
nefelométricos foram concordantes com os resultados fornecidos pelo método
eletroanalitico comparativo. Assim, o PMTN pode ser utilizado para determinagao
turbidimétrica e/ou nefelométrica de N-acetilcisteina com bons resultados mesmo na

presenca de substancias coloridas.
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Para a determinacdo de N-acetilcisteina, uma observagdo importante
percebida foi o tempo necessario para realizar a sua determinagdo. Cada
experimento leva dois minutos para que ocorra uma melhor homogeneizagdo da
suspensao formada, diferentemente daquele observado para a determinacdo de
sulfato, cuja suspenséo foi formada com baixa variabilidade do sinal analitico com o

tempo.

4.3.3 — Determinagao de potassio
4.3.3.1 Planejamento fatorial 2* com ponto central

O grafico dos efeitos, Figura 4.3.3.1 € concernente ao planejamento
adotado para a determinacédo de potassio em amostras de energéticos e agua de

coco por meio da aplicagao do método turbidimétrico.
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0,00 T . .
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FIGURA 4.3.3.1 - Grafico dos efeitos para o planejamento fatorial 2* com 3 réplicas
no ponto central para a determinagdo de potassio. E1 (efeito da variavel 1 = A
(Analito)), E2 (efeito da variavel 2 = R (Reagente)), E3 (efeito da variavel 3 = S
(Surfactante)), E4 (efeito da variavel 4 = pH (pH da solucéao)).

As variaveis 1 (A) e 2 (R) possuem os maiores efeitos e devem ficar em
seus niveis maiores (+). A variavel 4 (pH) deve ficar em seu nivel menor (-). Como a
variavel 3 passa proximo a zero, no eixo de probabilidade, esta variavel nao possui
significancia estatistica nos niveis estudados, porém mostrou-se importante por

manter a estabilidade da suspensdo formada e deve ser mantida no planejamento.
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Dessa forma, podem-se utilizar os experimentos 5 ou 7. O experimento 7 forneceu
os melhores resultados em termos de espalhamento de REM, sendo constituido por:
A(+)=1,3x10°mol L7, R(-)=2,5% (m/v), S(+) = 0,09 % (m/ V) e pH(-) = 11,1.

4.3.3.2 Estudo de interferentes em potencial na determinagao de
potassio em amostras de agua de coco e energéticos

O estudo dos interferentes em potencial no método para a
determinacdo de ions potassio (K) com tetrafenilborato empregando o método
nefelométrico foi investigado. Neste estudo os concomitantes encontrados nos
produtos comerciais foram empregados nas concentragcdes de 100, 10 e 0,1 vezes a
concentracdo da solugdo padrdo de 2,0 x 10 mol L™ de K*. Os resultados mais

relevantes sao apresentados na Tabela 4.3.3.2, a seguir.

Tabela 4.3.3.2. Possiveis Interferentes de K" analisados por nefelometria (470 nm).

Possiveis interferentes Interferéncia (%)
Citrato de sddio (100x) 0,1
Carbonato de caélcio (100x) -1,7
Cloreto de magnésio (100x) 0,6
EDTA (10x) -0,7
Sacarose (100x) 0,3
Benzoato de Na (100x) -0,1
Frutose (100x) 1,0
Tartrazina (10x) -76,2
Azul brilhante (10x) -0,9
Fast green (10x) -2,3
Amaramth (10x) -12,3
Tartrazina (10x)* 1,3
Fast green (10x)* -0,9
Amaramth (10x)* -1,6
Todos ** -4,2

* Medidas realizadas com o LED IR em 880nm e com o sensor TSL260R-LF.
** Todos (benzoato de sodio, citrato de sodio, cloreto de magnésio, carbonato de
calcio, EDTA, frutose, sacarose com cada um em concentracdo 10 vezes maior

(10x) em relagdo a solucdo padréo de potassio utilizada (2,0 x 10 mol L)).

No método turbidimétrico, a absor¢cao de REM causa um erro positivo,
pois essa atinge com menor intensidade o detector, como se houvesse uma maior
concentracdo de particulas em suspensado. Contudo, para o método nefelométrico,
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um sinal negativo foi observado, pois uma menor intensidade da REM espalhada
atinge o detector. Como o sinal nefelométrico é calculado diretamente (o sinal
nefelométrico n&o é obtido pela razdo entre intensidades de REM como no método
turbidimétrico, ver secdes 1.1.3.1 e 1.1.3.2) a absor¢do de REM causa um erro
negativo como os valores mostrados na Tabela 4.3.3.2. Para determinagbes em
comprimentos de onda na regido IR (880 nm) esse tipo de interferéncia ndo ocorreu
como o esperado.

O corante alimenticio azul brilhante nao apresenta qualquer
interferéncia, pois 0 mesmo n&o absorve REM em comprimentos de onda da regiao
azul, como visto na Tabela 4.3.3.2 e na Figura - A em Apéndices. Em algumas
amostras, outros corantes s&o adicionados como corantes vermelhos e verdes.
Assim foram utilizados os corantes fast green (verde) e amaramth (vermelho) como
possiveis interferentes para simular a presenca dessas substancias. Os resultados
mostram que o corante verde apresenta baixa interferéncia e o vermelho interfere
mais significativamente. Os espectros de absor¢cdo dos corantes sdo mostrados na
Figura — A em apéndices. Entretanto todos esses inconvenientes foram superados

realizando as analises na regido do IR (880 nm).

4.3.3.3 — Estudos de adi¢cao e recuperagao

A Tabela 4.3.3.3 mostra o percentual de recuperacao para as amostras

de potassio com o PMTN operando no modulo nefelométrico (470 nm).

Tabela 4.3.3.3. - Adigéo e recuperagéo de K* em amostras de agua de coco (A1) e

energéticos A2 e A3, com cada analise realizada em triplicata (n=3).

Amostras Adicionado/(mg/L) Recuperado/(mg/L) Recuperacéo(%)

7,8 76+0,3 97,4
A1 3,5 34+09 97,1
2,4 25+0,9 104,2
7,8 79+01 101,3
A2 3,5 36+04 102,8
2,4 23+0,9 95,8
7,8 8,2+0,1 105,1
A3 3,5 3,5+04 100,0

2,4 22+05 91,7
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Conforme pode ser analisado na tabela, os percentuais de recuperagao
ficaram entre 91,7 - 105,1%. Dessa forma, espera-se que o0s erros relativos
referentes as determinacbes de potassio pelos métodos turbidimétrico e
nefelométrico sejam em média de 6 % (ou valores mais baixos), pois estariam dentro

dessa faixa de percentual de recuperacéo.

4.3.3.4 Curvas analiticas para a determinacgao de potassio

Em seguida, € mostrada a curva analitica, Figura 4.3.3.4 e a Tabela
4.3.3.4, apresentando os principais parametros referentes a aplicacdo do método
turbidimétrico (405 nm).

-
-

-
o
1

o
©
L

0,8—- (]
0,7—-
0,6—-
0,5—-

0,4

Sinal Turbidimétrico (UA)

0,3 [ ]

0,2 T T T T T T T T T T T

Concentragio / (103 mol L")

FIGURA 4.3.3.4 - Curva analitica para determinagdo de potassio no maédulo

turbidimétrico. O coeficiente de regresséo linear (r) obtido foi de 0,992.

TABELA 4.3.3.4 - Principais parametros referentes a aplicacdo do método
turbidimétrico para determinagdo de potassio (K*) empregando-se tetrafenilborato de

sédio como reagente de precipitagao.

Parametros Resultados

Sinal Turbidimétrico(UA) = (0,17 + 0,03)

Equacéo da regresséo
+ (2,8 +0,1)x103 [K*]

Faixa linear 5,0 x 10° — 3,0 x10™ (mol L™)
Limite de deteccéo (LD) 3,10 x 107 mol L™
Limite de quantificagdo (LQ) 1,02 x 10° mol L™

Reprodutibilidade (RSD) 0,56% para 1,6 x 10™ mol L™
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Em seguida, € mostrada a curva analitica (r = 0,995), Figura 4.3.3.4a e
a Tabela 4.3.3.4a, apresentando as principais figuras de mérito referentes a

aplicagao do método nefelométrico (470 nm).
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FIGURA 4.3.3.4a - Curva de calibragao para determinagdo de potassio no médulo
nefelomeétrico.

Tabela 4.3.3.4a - Principais figuras de mérito referente a aplicacdo do método

nefelométrico (470 nm) para determinagdo de potassio (K*).

Parametros Resultados
Sinal Nefelométrico (UA) =
(92 +58)+ (7,6 £ 0,9)x10° [K*]

Equacéao da regresséo

Faixa linear 5,0x 10°-5,0x10* (mol L™)
Limite de detecgéo (LD) 3,97 x 107 mol L™
Limite de quantificacdo (LQ) 1,32 x 10° mol L™
Reprodutibilidade (RSD, n=3) 0,21% para 1,6 x 10™ mol L™

Com os resultados obtidos, observa-se que os limites de deteccao
entre os dois métodos sao bastante préoximos, com o método turbidimétrico tendo um
LD ligeiramente mais baixo. Os baixos limites de detecgéo permitem a determinagao
de potassio pelo método empregando tetrafenilborato de sdédio com detecgéo
utilizando o PMTN. A técnica nefelométrica possibilita trabalhar com uma faixa linear

mais ampla, sobretudo em concentragdes mais baixas.
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4.3.3.5 — Determinagao de potassio em amostras de agua de coco e
energéticos

Para a determinac&o de ions potassio (K*) foi utilizado como método de
referéncia a espectrometria de absor¢do atdbmica com chama. Essa técnica é
bastante consolidada sendo uma das mais sensiveis para a determinacdo desses
analitos. Um espectrofotdmetro de absor¢cdo atdémica GEMINI Intralab modelo AA
12/1475, com lampada de catodo oco de potassio L 233, com emissao em 766,5 nm
e com chama acetileno/ ar sintético foi empregado. O resultado da calibragéo
utilizando essa técnica é mostrado na Figura 4.3.3.5.
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FIGURA 4.3.3.5 - Curva analitica para determinagao de potassio pela técnica de

absorg¢ao atbmica com chama, com um coeficiente de regresséo linear (r) de 0,998.

A equacdo que descreve a curva analitica € dada por:
Absorbancia (A) = (0,016 + 0,005) + (0,161 + 0,003)x [K*]. A seguir, sao
mostrados na Tabela 4.3.3.5 os resultados referentes as concentragcdes das

amostras de potassio determinadas pelo método proposto e de referéncia.
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TABELA 4.3.3.5 — Concentragdes de potassio em aguas de coco (A1) e em
amostras de energéticos (A2 e A3) determinadas por espectrometria de absorgéo

atbmica e turbidimetria (405 nm) em triplicata (n =3).

Amostras/  Referéncia/ PMTN/
I RE(%) Teste F  Testet
(mg /L) (mg /L) (mg/L)
A1 1543,4 £+ 0,1 1540,8 + 0,3 -0,2 1,5 0,4
A2 121,5+0,2 123,5+0,8 1,7 2,0 0,5
A3 218,6 £ 0,2 209,9+0,6 -4 1 4,0 2,4

F(2,2,95%)=19,0 e t (2, 2, 95%)= 4,30.

Os valores dos testes F e t mostram que os resultados da
concentracdo de potassio obtidos pela aplicagdo dos métodos analiticos sao
compativeis a um nivel de confianga de 95%, nédo existindo assim diferenca
significativa entre os mesmos. Os erros relativos se estenderam até - 4,1 %, valor
esse considerado bastante aceitavel.

Abaixo, sao mostrados os resultados para a determinagao

nefelométrica de potassio referente a comparagdo com o método de referéncia.

TABELA 4.3.3.5a — Concentragbes de potassio em aguas de coco (A1) e em
amostras de energéticos (A2 e A3) determinadas por espectrometria de absorgéo
atbmica e nefelometria (470 nm) em triplicata (n =3).

Amostras / Referéncia/ PMTNI

RE(%) Teste F  Testet

(mg/L) (mg/L) (mg/L)
A1 1543,4+0,1 1535,5+0,2 -0,5 1,7 0,9
A2 121,5+0,2 125,6 £ 0,1 3,4 2,0 1,3
A3 2186+0,2 2089+0,5 4,4 4,5 0,8

Como pode ser observado, os valores ndao apresentam diferencas
estatisticas ao nivel de confianga de 95%, com o maior erro relativo entre os
resultados de -4,4 %. Observa-se também que as mostras de agua de coco
apresentam uma elevada concentracdo de potassio, teores esses esperados, uma

vez que a agua de coco € uma excelente bebida para a reposigao desse analito nos
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seres humanos. A determinagao de potassio com o PMTN mostrou-se viavel e com
resultados concordantes ao nivel de 95 % de confianga com o método empregado
como referéncia. Os baixos limites de detec¢ao e a ampla faixa linear (duas décadas
de concentragdo quando empregado o método nefelométrico) mostraram o potencial

do equipamento desenvolvido para a determinacao desse analito.

4.3.4 - Determinacgao de tiamina
4.3.4.1 - Planejamento fatorial

O grafico dos efeitos tem por finalidade determinar as variaveis mais
importantes na determinacdo de tiamina em farmacos empregando os métodos
turbidimétricos e nefelométricos. As variaveis mais importantes sdo destacadas na
Figura 4.3.4.1.
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FIGURA 4.3.4.1 - Grafico dos efeitos para a determinacédo de tiamina em farmacos,
empregando o método turbidimétrico (405 nm). E1 (efeito da variavel 1 = R
(Reagente)), E2 (efeito da variavel 2 = S (Surfactante)), E3 (efeito da variavel 3 =
HCI (pH da solucédo)), E4 (efeito da variavel 4 = A (Analito)).

Apenas a variavel 1 (R) possui efeito negativo e deve ficar no seu nivel
maior (+), as demais variaveis também se mostraram importantes e devem ficar em
seus niveis menores (-). O experimento 15 é o que concorda com os resultados do
planejamento com os seguintes niveis: R(+) = 2,3 x 10°mol L', S(-) = 0,01 % (m / v),
HCI (pH) (-) = 0,1 mol L'" e A(-) = 2,5 x 10* mol L. O planejamento revelou que a

melhor resposta analitica € aquela na qual a concentragao do analito € inferior ao do
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reagente. Certamente um excesso de reagente favorece a formagéo da suspensao,

levando a um melhor sinal analitico.

4.3.4.2 Estudo de interferentes em potencial na determinagcao de

tiamina em farmacos

Foram analisadas concentragdes (30x, 3x e 0,1x) em relacdo a solugéo
padrdo de 6,0 x 10° mol L de tiamina utilizada. Alguns resultados mais

significativos sdo mostrados na Tabela 4.3.4.2.

TABELA 4.3.4.2 - Possiveis Interferentes para analise de tiamina por nefelometria

(470 nm).

Possiveis interferentes Interferéncia (%)
Povidona (30x) 16,4
Povidona (3x) -0,7

Acido ascoérbico (30x) -1,0

Amido (1%) 1,2
Lactose (3x) 2,1
Sulfato ferroso (30x) 4,2
Sulfato ferroso (3x) -1,0
Sulfato zinco (30x) -2,9
Riboflavina (3x) -80,0
Cianocobalamina (3x) -10,2
Riboflavina (3x)* 1,5
Cianocobalamina (3x)* -1,8
Todos ** -3,0

* Medida realizada com o LED IR em 880nm e com o sensor TSL260R-FL.** Todos
(povidona, acido ascorbico, lactose, sulfato ferroso, sulfato de zinco, riboflavina e
cianocobalamina) com cada um em concentragdo trés vezes maior em relagdo ao
padrao de tiamina utilizado (6,0 x 10 mol L"), exceto amido (1%), com todos os

concomitantes estudados simultaneamente.

A povidona, em concentragédo trinta vezes maior que o padrdo de
tiamina utilizado, forneceu uma interferéncia significativa de 16,4%. Entretanto, em
concentracdes apenas trés vezes maiores, que o referido padrdo de tiamina, a
interferéncia é desprezivel. Foi comprovada que a povidona em concentragéo (30x)

interfere aumentado a turvacdo da solugdo causando um erro positivo na analise
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nefelométrica. Entre os demais concomitantes, apenas a riboflavina (vitamina B, de
cor amarela) e a cianocobalamina (vitamina B1, de cor vermelha) interferem. Essas
interferéncias sao similares aquelas encontradas nos estudo feitos para potassio,
pois a interferéncia é devida exclusivamente a coloragdao dessas substancias. De
fato, as determinacgdes feitas no comprimento de onda em 880 nm (/R) mostram que
praticamente ndo existe interferéncia e, portanto, tiamina pode ser determinada sem
maiores problemas em matrizes que contenham essas substancias. Nos apéndices,
na Figura B, sdo mostrados os espectros de absorgdo no UV-Vis das solugdes de

das vitaminas B, e Bys.

4.3.4.3 Estudo de adigao e recuperagao

Resultados referentes aos estudos de adi¢ao e recuperagao de tiamina

em farmacos sido mostrados na Tabela 4.3.4.3.

TABELA 4.3.4.3 - Adicdo e recuperagao de tiamina em farmacos empregando o

método nefelométrico (470 nm) em triplicata (n = 3).

Amostras Adicionado/(mg) Recuperado/(mg) Recuperagao (%)

168,7 166,7 + 0,1 98,8
A 30,4 30,6 +0,8 100,7
20,2 203+04 100,5
168,7 167,3+0,1 99,2
B 30,4 29,6 +0,5 97,4
20,2 20604 102,0
168,7 166,5+ 0,2 98,7
C 30,4 30,6 0,6 100,7
20,2 20,704 102,5

Pode-se observar que as recuperagdes ficaram entre 97,4 e 102,5 %.
Esses valores sugerem que a matriz da amostra exerce pouca influéncia no

resultado das analises. Observando esses valores pode-se concluir que interferentes
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em potencial como povidona em elevadas concentragées nao foram encontrados,

uma vez que o percentual de recuperacao esta proximo de 100%.
4.3.4.4 Curvas analiticas para a determinagao de tiamina

A curva analitica turbidimétrica e as principais figuras de meérito
referentes a determinagéo de tiamina com o PMTN s&o mostradas na Figura 4.3.4.4
e na Tabela 4.3.4.4.
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FIGURA 4.3.4.4 - Curva analitica para determinacdo de tiamina por meio da
aplicacédo do método turbidimétrico (405 nm), com coeficiente de regressao (r) =

0,996.

TABELA 4.3.4.4 - Principais figuras de méritos referentes a aplicagdo do método

turbidimétrico para a determinacao de tiamina (Ti).

Parametros Resultados

Sinal Turbidimétrico(UA) = (0,05 + 0,02)
+ (8,3 + 0,2)x103 [Ti]

Equacéao da regressao

Faixa linear 5,0 x 10° - 1,0 x10™ (mol L)
Limite de deteccéo (LD) 3,11 x 10® mol L™
Limite de quantificacdo (LQ) 1,03 x 107 mol L™
Reprodutibilidade (RSD, n=3) 0,64 % para 5,0 x 10> mol L™

Observa-se que o limite de detecgao € bastante baixo, o que leva a

concluir que o método é bastante sensivel para analise de tiamina com o PMTN.
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Esses valores sdo duas décadas mais baixos que o encontrado na literatura, para o
método turbidimétrico®. Os resultados referentes & aplicacdo do método

nefelométrico obtidos apds 50 ms sdo mostrados em seguida.

9000 : T T T . T y T

7500:
6000:
4500:
3000:
1500: 4

0-

Sinal Nefelométrico (UA)

000 005 010 015 020 0,25
Concentragao / (10‘3 mol L'1)
FIGURA 4.3.4.4a - Curva analitica para determinacdo de tiamina por meio da

aplicagao do médulo nefelométrico, com um coeficiente de regresséo (r) de 0,998.

As principais figuras de mérito referentes a determinacdo de tiamina
operando com o PMTN em modulo nefelométrico (470 nm) sdo mostradas na Tabela
4.3.4 4a.

TABELA 4.3.4.4a - Principais figuras de mérito referentes a aplicacao nefelométrica
(470 nm).

Parametros Resultados

Sinal Nefelométrico (UA) =
(83 +13) + (2,9 + 0,7)x107[Ti]

Equacéo da regresséo

Faixa linear 5,0 x 10°-2,5x10™ (mol L)
Limite de deteccgdo (LD) 5,91 x 10® mol L™
Limite de quantificacdo (LQ) 1,97 x 107 mol L™
Reprodutibilidade (RSD, n=3) 0,60 % para 5,0 x 10° mol L™

Os resultados referentes a determinagao de tiamina empregando-se
os meétodos turbidimétrico e nefelométrico com o PMTN mostram-se bastante
animadores, pois os baixos limites de detec¢ao para ambos os método, linearidade e
sensibilidade (inclinagdo da curva analitica) mostram a utilidade do equipamento
construido nesta dissertacdo de mestrado. O limite de detecgdo obtido com a
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aplicacdo do método nefelométrico foi maior que aquele obtido empregando-se o

método turbidimétrico.

4.3.4.5 - Determinacgao de tiamina em amostras farmacéuticas

O eletrodo de gota pendente de mercurio, um dos mais tradicionais
eletrodos de trabalho entre as técnicas eletroanaliticas, foi empregado na técnica
polarografica de pulso diferencial para determinacdo de tiamina (método
comparativo). Esse método € uma adaptacdo do método proposto Lingane &
Davies®® discutido na secdo 1.5.4. No presente trabalho, este eletrodo foi acoplado a
um potenciostato / galvanostato (Autolab Eco Chemie, Netherlands) com uma cela
eletroquimica convencional com um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™") como
referéncia e um fio de platina como contra eletrodo. Gas nitrogénio ultrapuro
(99,999%) foi necessario para remog¢ao do oxigénio dissolvido na solugéo. A curva
analitica para a determinacdo de tiamina obtida pela aplicagdo do método

supracitado é mostrada na Figura 4.3.4.5.
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FIGURA 4.3.4.5 - Curva analitica para determinagdo de tiamina obtida com
voltametria de pulso diferencial. O potencial de reducéo é -1,25 V Vs. Ag / AgCl (3,0
mol L ™). Cloreto de potassio (KCI) com concentragdo 0,1 mol L™ foi utilizado como
eletrdlito suporte. Velocidade de varredura de 50 mV s amplitude de pulso de 2 mV
e tempo de aplicagdo de pulso de 10 ms foram utilizados, conforme descrito na
literatura® . Varredura de 0 &4 -1,50 V.

A equagdo que representa a curva analitica é a seguinte: I (uA) =
(9,74 +0,09)x 1078 + (0,0481 + 0,0002)x [Ti]. Onde [Ti] € a concentragdo de



98

tiamina (mol L"). Os resultados referentes as determinagdes das amostras de
tiamina em farmacos pela aplicacdo dos métodos comparativo e turbidimétrico sao

mostrados na Tabela 4.3.4.5.

TABELA 4.3.4.5 - Amostras de tiamina em farmacos analisadas por meio da
aplicacdo dos métodos de voltametria de pulso diferencial (comparativo) e
turbidimétrico (405 nm).

Amostras/ Comparativo/ PMTN/ RE(%) TesteF Testet

(mg) (mg) (mg)
A1 307,3+0,9 304,5+0,1 -0,9 3,0 1,7
A2 288,9+0,3 294,3%0,2 1,9 1,5 2,5
A3 2021+0,9 2999+08 2,7 1,0 1,0

F (2, 2,95%) = 19,0 e t (2, 2, 95%)= 4,30.

Analisando os valores obtidos pelas aplicagbes dos testes F e t,
observam-se que esses sao inferiores aos valores criticos (tabelados), e, portanto,
nao existem diferencas significativas entre ambos os métodos aplicados para a
determinacao de tiamina em amostras de farmacos comerciais. O maior erro relativo

entre os teores desse analito empregando-se os dois métodos foi de apenas 2,7 %.

TABELA 4.3.4.5a — Amostras de tiamina em farmacos analisadas por meio da
aplicacdo dos meétodos de voltametria de pulso diferencial (comparativo) e

nefelométrico (470 nm).

Amostras/ Comparativo/ PMTN/ RE(%) Teste F Teste t

(mg) (mg) (mg)
A1 307,3+0,9 303,0+0,1 1,4 1,4 1,0
A2 2889+08 2843+0,3 1,6 1,0 1,8
A3 2021+0,2 299,0+0,9 2.4 39 3,8

Os erros relativos referentes aos teores de tiamina encontrados nas
amostras obtidos pela aplicacdgo do método nefelométrico mostraram-se
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semelhantes aqueles obtidos com o emprego do método turbidimétrico, como
apresentados nas Tabelas 4.3.4.5 e 4.3.4.5a. Isso mostra que o PMTN pode ser
utilizado em ambos os métodos para a determinagdo de tiamina com resultados
concordantes com aqueles conseguidos com o emprego do método comparativo,
pois nao existe diferenca significativa ao nivel de confianga de 95% entre eles.

Os estudos de interferentes revelaram que as vitaminas (B2 e Biy)
interferem significativamente na determinagdo de tiamina por meio dos métodos
turbidimétricos e nefelométricos realizados nos comprimentos de onda de 405 e 470
nm devido a coloracdo que essas fornecem a suspensio. Entretanto analises em
comprimento de onda /IR (880 nm) podem ser utilizadas com bons resultados para

sanar tais interferéncias.

4.3.5 - Determinacgao de captopril

4.3.5.1 - Planejamento fatorial completo 2° com ponto central

O planejamento fatorial utilizado para o farmaco captorpil € um pouco
diferente daqueles realizados para os demais analitos, por ndo apresentar como
variavel estudada o pH da solugdo, conforme discutido na secédo 3.7.2. Abaixo, &
mostrado o grafico dos efeitos com as variaveis mais importantes devidamente

destacadas para a determinacao de captopril.
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FIGURA 4.3.5.1 - Grafico dos efeitos utilizando o método turbidimétrico para analise
de captopril em farmacos. E1 (efeito da variavel 1 = S (Surfactante)), E2 (efeito da

variavel 2 = R (Reagente)), E3 (efeito da variavel 3 = A (Analito)).
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Conforme pode ser visto na Figura 4.3.5.1, a variavel 2 (R) deve ficar
em seu nivel menor (-) e a variavel 3 (A) em seu nivel maior (+). A variavel
surfactante ndo se mostrou importante nos niveis estudados, pois passa préximo a
zero no eixo de probabilidade. Entretanto € uma variavel importante e deve ser
mantida principalmente para garantir a estabilidade da suspensdo formada. Os
melhores resultados foram obtidos quando se utilizou o experimento 4 formado por:
surfactante S(-) = 0,01 % (g / L), Reagente R(-) = 1,0 x 10° mol L™ e Analito A(+) =
1,0 x 10° mol L.

4.3.5.2 — Estudos de possiveis Interferentes em potencial

Os concomitantes apresentados nas bulas dos medicamentos foram
estudados como os possiveis interferentes na determinacdo de captopril
empregando ions prata nos niveis de concentragao (15x, 3x e 0,1x) em relagao a
solugdo padrdo de 8,0 x 10* mol L de captopril. As demais solu¢des tém suas
concentragdes em percentual (%) conforme também sao apresentadas nas bulas de

alguns medicamentos. Os resultados sao mostrados na Tabela 4.3.5.2.

Tabela 4.3.5.2 - Possiveis interferentes para a determinagdo nefelométrica (470 nm)

de captopril.
Possiveis interferentes Interferéncia (%)
Lactose (3x) -0,8
Sacarose (15x) -0,8
Celulose cristalina (0,2 %) -2,1
Manitol (0,5 %) -15,1
Manitol (0,01 %) 0,5
Glicose (15x) -1,8
Acido estearico (0,1 %) -29,6
Acido estearico (0,01%) 0,1
Amido (1%) -2,2
Todos * -4,5

*

Todos (lactose, sacarose e glicose em concentragbes trés vezes mais
concentradas que a solugdo padrdao de captopril (3x), celulose cristalina (1 %),
manitol (0,01 %), acido estearico (0,01 %) e amido (1 %)), com analise simultanea.

Analisando os resultados, observa-se que o manitol 0,5 % g L"e o
acido estearico 0,1 % g L' causam uma diminuicdo no sinal nefelométrico obtido. O
manitol (CsH1406) possui seis grupos hidroxila (OH) ligados a sua cadeia carbdnica e
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apresenta conhecidas propriedades redutoras''®, indicando assim a possivel
reducdo dos ions prata (Ag’) a prata metalica (Ag®), diminuindo o sinal analitico. O
acido estearico (CH3(CH,):¢COOH) precipita os ions Ag® formando estearato de
prata”G, diminuindo a concentragdo de ions Ag® e conseqlentemente, o sinal
analitico. Reduzindo as concentragdes desses concomitantes para os niveis de
concentragdo apresentados na Tabela 4.3.5.2, observa-se que essas interferéncias

sdo despreziveis.

4.3.5.3 — Adicao e recuperacao de captopril em farmacos

A Tabela 4.3.5.3 a seguir, mostra os resultados da adicédo e
recuperacao de trés concentragdes conhecidas de uma solugao estoque padrao de

captopril 8,0x10™* mol L' nas amostras farmacéuticas do analito.

TABELA 4.3.5.3 - Adicao e recuperacao utilizando o PMTN em moédulo nefelométrico
(470 nm).

Adicionado/ Recuperado/ Recuperacao

Amostras

(mg) (mg) (%)
217,1 217,8+0,9 100,3

A 173,8 188,8 + 0,3 108,6
86,9 86,2+0,3 99,2
217,2 211,8+0,2 97,5

B 173,8 184,4 + 0,8 106,1
86,9 84,7+0,8 97,5
217,2 213,710, 3 98,4

C 173,8 183,9+0,9 105,8
86,9 90,0+0,2 103,6

Como pode ser observado na Tabela 4.3.5.3 o percentual de
recuperacao ficou entre 97,5 e 108,6 %, indicando baixo efeito de matriz das
amostras e que os interferentes em potencial ndo foram encontrados nos niveis de

concentracao estudados.
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4.3.5.4 - Curvas analiticas para a determinagao de captopril

Na Figura 4.3.5.4 é mostrada a curva analitica (r = 0,993) obtida
empregando-se o método turbidimétrico (405 nm) e, na Tabela 4.3.5.4 séao

apresentadas as principais figuras de mérito referentes a aplicagcdo do método.

0,14 L]
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FIGURA 4.3.5.4 - Curva analitica para a determinacdo de captopril em farmacos

empregando o metodo turbidimétrico.

TABELA 4.3.5.4 - Figuras de méritos referentes ao emprego do PMTN operando por

meio do método turbidimétrico (405 nm) para a determinacéo de captopril (Cap).

Parametros Resultados

Sinal Turbidimétrico(UA) = (0,051 + 0,002)
+ (71,1 % 0,9)x [CAP]

Equacéao da regressao

Faixa linear 1,0x10™*-1,2x10° (mol L™)
Limite de deteccéo (LD) 3,11 x 10® mol L™
Limite de quantificacdo (LQ) 1,02 x 10° mol L™
Reprodutibilidade (RSD, n=3) 0,68% para 3,0 x 10“ mol L™

A faixa linear para a determinagcdo de captoprii por analise
turbidimétrica é relativamente estreita e abrange concentragdes altas, entretanto o
baixo limite de deteccédo obtido permite a determinacao deste analito em produtos

farmacéuticos em baixas concentragdes e com razoavel sensibilidade.
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A curva de calibragdo nefelométrica ((r) = 0,999) para a determinacéo
de captopril, Figura 4.3.5.4a, e a Tabela 4.3.5.4a com as principais figuras de mérito

da metodologia aplicada sdo mostrados em seguida.
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FIGURA 4.3.5.4a - Curva analitica para a determinacdo de captopril por meio da

aplicagao do método nefelométrico em 470 nm.

TABELA 4.3.5.4a - Figuras de mérito da metodologia aplicada para a determinagéo
nefelométrica de captopril (Cap) em farmacos.

Parametros Resultados
Sinal Nefelométrico (UA) =
(42 +7)+ (1,1 +£0,2)x10° [CAP]

Equacéao da regresséo

Faixa linear 5,0x 10°-6,0 x 10* (mol L)
Limite de deteccéo (LD) 2,75 x 10° mol L™
Limite de quantificagdo (LQ) 9,43 x 10° mol L
Reprodutibilidade (RSD, n=3) 0,98% para 4,0 x 10™ mol L™

Os resultados referentes a aplicacdo do método nefelométrico para
determinacdo de captopril mostraram-se melhores que os obtidos com o método
turbidimétrico em termos de faixa linear de trabalho e limite de deteccdo. A faixa
linear € uma década de concentragdo mais baixa que aquela conseguida com o
meétodo turbidimétrico. Isso se mostra importante em casos de analises do farmaco
em amostras como, por exemplo, em urina onde o analito esta em concentracoes

mais baixas que aquelas encontradas nas amostras analisadas nesse trabalho '"".



104
4.3.5.5 - Determinagao de captopril em amostras farmacéuticas

O método comparativo utilizado foi aquele proposto por Ribeiro et
al. °" 1% discutido na segdo 1.5.5. Esse método trata da titulagdo potenciométrica
do analito com solugéo de hidroxido de sddio padronizado, sendo feita em ftriplicata.
A Figura 4.3.5.5 apresenta trés curvas obtidas da primeira derivada do potencial em
funcdo do volume do titulante (dE/dV), empregando-se solugdo de hidréxido de
s6dio 1,38 x 102 mol L™.

0 0
-50 50
s s
§, -1004 é -100
% 1501 % -150
= =
T -200 % -200
250 14,3 250 14,3
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2 0 2 4 6 8 10 12 14 18 18
Volume / mL a) Volume / mL b)
0-
40
>
£
~ .80
>
)
W 120
T
-160- 14,2
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Volume / mL ¢)

FIGURA 4.3.5.5 - Gréficos da primeira derivada do potencial obtido vs. a adigao do
titulante (hidréxido de sédio 1,38 x 102 mol L") para um volume de 14 mL de

amostra adicionada. (a) amostras de 12, (b) 25 e (c) 25 mg de captopril.

Como pode ser observado na Figura 4.3.5.5, o volume de equivaléncia
€ de 14 mL. Fazendo alguns calculos, encontram-se os valores de massa de cada
comprimido (mg) de cada amostra de captopril. O resultado € mostrado nas Tabelas
4.3.5.5e4.3.5.5a.
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TABELA 4.3.5.5 — Amostras de captopril em farmacos determinadas pelo método
comparativo e por turbidimetria (405 nm) empregando o PMTN. As determinagdes

de captopril foram realizadas em triplicata (n = 3) para ambos os métodos aplicados.

Amostra/ Comparativo/ PMTN/

RE(%) TesteF Testet

(mg) (mg) (mg)

A1 12+ 1 12,5+0,8 4,2 6,5 0,4
A2 25 +2 255+0,8 2,0 3,6 0,1
A3 25+2 248+07  -08 3,6 0,2

F (2,2, 95%) = 19,0 e t (2, 2, 95%)= 4,30.

Os resultados do método turbidimétrico aplicado para as
determinacgdes de captopril foram concordantes com aqueles obtidos empregando-
se 0 método potenciométrico (comparativo) de modo que o maior erro relativo foi
apenas de 4,2 %. Os valores fornecidos pela aplicagéo dos testes F e t mostram que
os métodos utilizados apresentam desvios padrbes compativeis e que nao existe
diferenca significativa entre os resultados de ambos os métodos a um nivel de
confianga de 95%. Abaixo sdo mostrados os dados referentes ao método

nefelométrico.

TABELA 4.3.5.5a - Amostras de captopril em farmacos determinadas pelo método
comparativo e por nefelometria (470 nm) empregando o PMTN. As determinagdes

de captopril foram realizadas em triplicata (n = 3).

Amostra/  Comparativo/ PMTN/
RE(%) TesteF Testet

(mg) (mg) (mg)

A1 12+ 1 123+08 25 3,5 1,0
A2 25+ 2 242+02  -3.2 1,3 1,2
A3 25+ 2 25,3+0,5 1,2 1,2 1,0

Os resultados mostram que o maior erro relativo encontrado foi — 3,2%,

o0 qual é considerado relativamente baixo. Os valores obtidos pela aplicagcao dos
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testes F e t mostram que os métodos apresentam resultados compativeis e,
portanto, o PMTN pode ser utilizado para analises de captopril em farmacos, pois os
teores de captopril obtidos com o método proposto sdo concordantes com aqueles
fornecidos pelo método comparativo a um nivel de confianga de 95%.

Outro aspecto interessante € a ampliagcdo da faixa linear de trabalho,
pois as técnicas turbidimétricas e nefelométricas apresentam distintas faixas lineares
(faixas complementares) que podem ser exploradas para a analise de captopril.
Além disso, O método nefelométrico mostrou um limite de detecgdo mais baixo que
o turbidimétrico, de modo que podem-se explorar matrizes com concentragées mais

baixas desse farmaco.



Capitulo 5:
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5. Conclusoes

O PMTN mostrou uma boa estabilidade, haja vista os resultados
obtidos por um periodo superior a 6h ininterruptas, os quais forneceram em média
um RSD de 0,05%. Ademais, estudos da avaliacdo da relagdo sinal ruido foram
realizados com o equipamento e por meio de um multimetro digital e um
microcomputador e os resultados mostraram que existe um sinal liquido superior a
99%, isso significa que, o equipamento pode ser utilizado numa ampla faixa de
trabalho, sobretudo em baixas concentracoes.

Estudos referentes as aplicagdes analiticas mostraram que o limite de
detecgdo de alguns métodos turbidimétricos foram melhores que aqueles obtidos
pela aplicagdo dos métodos nefelométricos. Esses estudos foram possiveis por meio
das aplicagbes dos cinco procedimentos analiticos estudados. Com esses
procedimentos se pode concluir que de fato a natureza da suspensao formada € um
importante parametro para analisar a sensibilidade e os limites de detec¢do dos
métodos e ndo apenas a sensibilidade dos sistemas O6pticos em questdo. Para
captopril e N-acetilcisteina, o método nefelométrico propiciou menores limites de
detecgdo quando comparando com o método turbidimétrico. Entretanto, para as
determinacdes de sulfato, potassio e tiamina, a aplicagdo do método turbidimétrico
propiciou menores limites de detecgdo que aqueles fornecidos pela aplicagdo do
método nefelométrico.

A analise sequencial em tempos muitos curtos (50 ms) permite
resultados praticamente simultdneos, com isso os métodos turbidimétricos e
nefelométricos foram estudados praticamente em mesmas condigdes de analise.
Esses métodos muitas vezes podem ser utilizados conjuntamente para ampliar a
faixa linear de trabalho como foi observado para N-acetilcisteina, captopril e
potassio. Alguns resultados mostram que o PMTN apresenta baixos limites de
detecgdo, como o método para determinagdo de vitamina B1 e de potassio, com
alguns resultados melhores que os encontrados na literatura® '8,

O equipamento foi testado e comparado n&o apenas com uma
instrumentacéao similar (espectrofotometria molecular UV-Vis) como também técnicas
eletroanaliticas como condutometria, potenciometria, polarografia de pulso
diferencial e técnica de espectrometria de absor¢cao atbmica com chama com

resultados compativeis e concordantes a um nivel de confianga de 95%.
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A analise em campo pode ser vantajosa principalmente para analises
de aguas em lugares remotos, onde muitas vezes o deslocamento € dificultado, e
pelo fato das amostras conservarem suas caracteristicas naturais. O emprego de
equipamentos convencionais nas determinagdes em campo nao é possivel uma vez
que estes sdo pesados e necessitam de alimentacdo elétrica em rede limpa
(corrente elétrica estabilizada), além do aumento da possibilidade de sofrerem
avalias.

Os planejamentos quimiométricos utilizados forneceram uma
sequéncia de experimentos que permitiram obter situacdes nas quais as variaveis
sao utilizadas nas determinacdes analiticas com resultados satisfatorios.

O rigor com respeito principalmente a temperatura foi importante para
assegurar uniformidade da suspensao formada em todos os casos estudados. O
equipamento n&o apresenta problemas de variagado de temperatura, pois os LEDs e
0s sensores sao testados em temperaturas que variam de 20 a 45 °C, mas o
sistema quimico é afetado por tais variagoes.

Os LEDs e sensores utilizados no PMTN formam um sistema optico
bastante complementar e especifico, pois as maximas emissdes das REMs séao
exatamente na mesma regido de maxima sensibilidade dos sensores. Os modos de
operagao do PIC e do software de controle permitem juntamente com esse sistema
optico, resultados satisfatérios para o PMTN.

O equipamento apresentou duas limitagbes intrinsecas de seus
componentes, a saber: (a) limitagado de fung¢des do PIC devido ao pequeno tamanho
de sua memoria EPROM, em relag&o a existente em um computador, o que dificulta
um tratamento matematico mais complexo e (b) a ndo realizagdo de um espectro de
varredura como nos espectrofotdbmetros e espectrofluorimetros, devido as
caracteristicas intrinsecas do sistema O6ptico de baixo custo utilizado. Essas
limitagcbes surgem apenas quando ocorre a comparagao entre o PMTN com os
equipamentos supracitados. Todavia, comparando-o com equipamentos
semelhantes (turbidimetros, nefeldmetros, ou até mesmo fotémetros) o PMTN

apresenta-se mais compativel e essas diferencas sao reduzidas.
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6.1 - Tratamento dos residuos gerados

Todas as substancias quimicas utilizadas (reagentes, solventes,
solugbes padrdes, etc) foram armazenadas em dois reservatorios de 5 L cada,
separados entre material organico e inorganico para posterior tratamento quimico
adequado. A UFSCar possui uma central de tratamento responsavel pelo
recolhimento e manuseio de residuos quimicos para a qual estes reservatérios foram
conduzidos (UGR- Unidade de Gestdo de Residuos). O motivo de realizar tal
trabalho € a conscientizagdo ambiental sobre toda a problematica da poluigcao,
principalmente de solos e aguas. Durante todo o trabalho, foram gerados
aproximadamente 9 L de residuos. Mesmo em muitas oportunidades fazendo o uso
de baldes volumétricos de 5 mL. Com isso, trabalhos futuros empregando
procedimentos com micro-fluidica por meio do uso de microbombas, e
microsistemas de analises serdo implementados como uma forma de diminuir a

quantidade de residuos gerados.

6.2 - Propostas futuras — analise com micro-fluidica

Pretende-se desenvolver um fotdbmetro com multiplos canais (com mais
de um sensor e uma fonte de REM) simples e de baixo custo microcontrolado com
tecnologia USB para analises por espectrofotometria UV-Vis. O equipamento sera
composto de fontes de radiagdo a base LED (Light Emission Diode), tendo como
detectores fototransistores responsaveis pela conversdo da luz incidente em um
sinal elétrico mensuravel. Além disso, serdo incorporados no mesmo microbombas e
microvalvulas necessarias para a propulsdao e controle dos volumes a serem
utilizados.

O instrumento calibrado sera aplicado a analise de farmacos e amostras
ambientais de interesse, ainda a serem definidas. Contudo, pretende-se determina-
los com quantidades reduzidas de reagentes e amostras. Isso é possivel, pois as
microvalvulas sdo capazes de controlar o volume de fluidos com resolucéo
geralmente de alguns pL. Com isso, tem-se um sistema de analise totalmente
automatico, gerando volumes reduzidos de residuos, o que facilita o tratamento

desses, além de economia de reagentes e amostras.
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FIGURA A - Espectros de absor¢cdao de corantes obtidos com o
equipamento da Shimadzu modelo UV 2550. Todas as amostras de corantes
possuem concentracdo de 2,0 x 10 °> mol L™.
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FIGURA B - Espectros de absor¢cédo de Vitaminas do complexo B,
obtidos com o equipamento da Shimadzu modelo UV 2550. As amostras de
vitaminas possuem concentracgdo de 5,0 x 10 “* mol L™.





