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RESUMO

DIAS, T. R. Desenvolvimento de instrumentacdo e procedimentos analiticos
automaticos empregando fotometria em fase solida para determinacédo de zinco
em produtos farmacéuticos e agua. 2010. 86 f. Dissertagdo (Mestrado) - Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2010.

Neste trabalho, é proposto o desenvolvimento de instrumentagdo e procedimentos
analiticos automaticos empregando fotometria em fase sdélida para determinacdo de
zinco em produtos farmacéuticos e agua. Para implementacdo do procedimento
analitico, todo o sistema foi acoplado a um computador através de uma interface
eletrénica. Um software escrito em linguagem QuickBASIC 4.5 permite que o
computador efetue o controle da adicao das solugbes da amostra e do eluente e faca
aquisicdo de dados. O sistema de deteccdo é constituido de uma cela de fluxo
contendo, um LED e um fotodiodo. A geometria da cela de fluxo possibilitava variar o
comprimento do caminho Optico. O procedimento para determinagdo do zinco foi
baseado na retencédo do analito na fase solida (TAN-C+g), previamente inserida na cela
de fluxo, seguido de uma etapa de eluigdo. Com os parametros analiticos otimizados
obteve-se resposta linear na faixa de 0,05 a 0,85 mg L™ (R=0,995), limite detecgdo de
9,3 ug L, coeficiente de variagdo de 1,4% (n=10) e frequéncia de amostragem de 36
det h™'. O médulo de analise foi aplicado em amostras de produtos farmacéuticos e a
exatiddo dos resultados foi averiguada comparando com os resultados obtidos por
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente ICP-OES.
Aplicando-se tratamento estatistico apropriado, observou-se que nao havia diferenca
significativa ao nivel de confianga de 95 %. Estes resultados comprovam a viabilidade

do emprego de fotdmetro de LED em fotometria em fase solida.

Palavras-chave: Analise por injegdo em fluxo, Multicomutagao, Espectrofotometria em

fase solida, Zinco, Produtos farmacéuticos, Agua.



ABSTRACT

DIAS, T. R. Desenvolvimento de instrumentacdo e procedimentos analiticos
automaticos empregando fotometria em fase solida para determinacédo de zinco
em produtos farmacéuticos e agua. 2010. 86 f. Dissertagdo (Mestrado) - Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2010.

In this work, it is propose the instrumentation and automatic analytic procedures
development using solid phase spectrophotometry for determination of zinc in
pharmaceutical preparations and water. For analytic procedure implementation, the
whole system was coupled to a computer through an electronic interface. A written
software in language QuickBASIC 4.5 allows the computer makes the sample solutions
addition control and of eluent and do data acquisition. The detection system is
constituted of a flow cell contend, a LED and a photodiode. The flow cell geometry
enabled vary the length of the optical path. The procedure for zinc determination was
going based in analyte retention in the solid phase (TAN-C18), previously inserted in the
flow cell, followed by an elution stage. With the optimized analytic parameters it obtained
lineal answer in the band of 0,05 to 0,85 mg L™ (R=0,995), limit detection of 9,3 ug L™,
variation coefficient of 1,4% (n=10) and sampling throughput of 36 det h™. The analysis
module was going applied in pharmaceutical preparations samples and the exactness of
the results was going ascertained comparing with the results obtained for inductively
coupled plasma optic emission spectrometry of with ICP- its. Applying appropriated
statistical treatment, it observed that there wasn't significant difference to the reliable
level of 95 %. These results prove photometer job viability of LED in photometry in solid

phase.

Words-key: Flow Injection Analysis, Multicommutation, Solid phase spectrophotometry,

Zinc, Pharmaceutical preparations, Water.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Consideracdes gerais

O zinco é essencial para a saude humana, estando presente em mais de 300
enzimas'. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), doengas como
pneumonia e desnutrigdo sao responsaveis por grande parte da mortalidade infantil no
mundo, sendo relacionadas aos baixos niveis de zinco no organismo. Portanto, torna-se
necessario o desenvolvimento de métodos analiticos para o monitoramento dessa
espécie quimica em amostras onde a baixa concentracdo e um fator limitante.

A busca por estratégias capazes de melhorar a sensibilidade de métodos
espectrofotométricos, a fim de detectar analitos em concentragbes cada vez mais
baixas, tém despertado interesse em quimica analitica. Dentre essas estratégias, a
combinagdo de reagentes organicos e suportes solidos tem sido amplamente
empregado, pois permite efetuar as etapas de pré-concentragdo e separagao, além da
quantificagdo na propria fase soélida. Nesse contexto, a automatizacdo baseada no
Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA)* assim como a Multicomutagdo em
Analise em Fluxo (MCFA)®, apresentam caracteristicas que possibilitam automatizar
estas etapas do procedimento analitico, substituindo processos manuais de pré-
concentragao®?.

Devido a sua versatilidade, os sistemas de analise por injecdo em fluxo
possibilitam a integracdo com outras técnicas de detecgdo, como a Espectrofotometria
em Fase Solida (SPS)®, fornecendo importantes caracteristicas como baixo custo,
simplicidade na montagem do mdédulo de analise e na operagéo. Isso possibilita a
determinagdo do analito em uma concentragdo mais baixa tornando a sua aplicagéo
possivel em uma gama de procedimentos.

No acoplamento da espectrofotometria em fase sélida com sistemas MCFA, um

suporte solido é inserido na cela de fluxo, ocupando o volume interno, o qual é

"Do inglés Flow Injection Analysis.
®Do inglés Multicommutation Flow Analysis.
°Do inglés Solid Phase Spectrophotometry.
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posicionado no caminho 6ptico de um espectrofotdmetro®. Na SPS, um volume maior
da solugdo da amostra pode ser utilizado na etapa de concentragdao, a qual o analito
pode ser enriquecido, sem necessitar de uma eluicdo, o que possibilita a sua
determinagdo em matrizes onde sua baixa concentragdo € um limitante para alguns

métodos analiticos.
1.2 —Zinco

O Zinco é um metal de cor branca cristalina e de natureza quebradica que a
temperatura ambiente, apresenta ponto de fusdo relativamente baixo para um metal
(419,5°C)* °. E o0 23° elemento mais abundante na crosta terrestre, constituindo cerca
de 40 a 50% das jazidas minerais. Ocorre, quase que exclusivamente, no estado de
oxidagao +2 e na natureza é encontrado na forma de sulfeto (ZnS), principal mineral de
interesse comercial® ’.

Utilizado na natureza para inumeros processos bioldgicos, o zinco vem sendo,
por vezes, chamado de “elemento essencial”®. Por ser um metal completamente
reciclavel, pode ser utilizado em abrigos com custo admissivel, promovendo a boa
saude e colaborando para a durabilidade dos sistemas de infra-estrutura e transportes,
fornecendo um recurso sustentavel®.

Como protetor do aco, este metal é efetivo no desenvolvimento da infra-estrutura
publica e privada, prolongando a vida util dos bens e estruturas de ago, reduzindo o
custo da sua manutencdo. Como um elemento natural ativo, € parte de todos os

ecossistemas”.

1.2.1 — Zinco em agua: implica¢gdes para a saude humana

O zinco é considerado um elemento comum em aguas superficiais, geralmente
em concentracdes abaixo de 10 ug L™ e em aguas subterraneas entre 10 e 40 pg L.
Em agua de torneira, a concentragdo pode ser elevada devido a dissolugdo do zinco

das tubulacées.
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O zinco é considerado prejudicial a saude, apenas quando ingerido em
concentragdes muito elevadas, entretanto, pode acumular-se em tecidos do organismo
humano. A agua com elevada concentragdo de zinco tem aparéncia leitosa e produz
um sabor metalico ou adstringente quando aquecida'®.

A preservacéo dos recursos hidricos € um paradigma atual, tornando cada vez
mais importante o controle de agentes contaminantes. Entre os agentes mais toxicos,
destacam-se os metais pesados. Em vista disso, a importancia do aprimoramento de
técnicas analiticas visa melhorar a seletividade e a sensibilidade, possibilitando a
determinacdo de concentrages cada vez mais baixas destas espécies’.

Em certas partes do mundo, a deficiéncia de zinco foi reconhecida ha apenas 30
anos. As razbes para o reconhecimento deste metal como um elemento essencial,
estdo relacionadas as funcgdes vitais que 0 mesmo desempenha no metabolismo das
plantas®.

Segundo a resolugdo n° 357 de 17 de margo de 2005, estabelecida pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA, o limite maximo permitido de zinco
em aguas tratadas e destinadas ao consumo humano e outras atividades é de 0,18 mg

L ", Para o Ministério da Satde este limite atinge 5 mg L™ , segundo a portaria 518"

1.2.2 — Zinco em produtos farmacéuticos: implicacbes para a saude

humana

Um elemento essencial para os seres humanos, animais e plantas, o zinco
desempenha um papel crucial para muitas fungbes bioldgicas. O conteudo total de
zinco no organismo humano varia entre 1,5 g e 2,5 g, estando presente em todos os
orgaos e nos fluidos biolégicos, sendo que os ossos contém a maior parcela (90%).
Este elemento participa de muitas reagdes do metabolismo celular, incluindo digesté&o,
reproducdo, crescimento fisico, controle de diabetes, sistema imunoldgico, paladar,
olfato, pele, cabelo e visdo™.

Conforme mostra a Figura 1, as principais fontes de zinco para os seres
humanos sao: carne vermelha, aves, peixes, ostras, ovos, cereais, paes, vegetais

verdes, batatas e frutas frescas, conforme a Figura 1.
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Figura 1 - Principais fontes de zinco

A deficiéncia de zinco no organismo humano pode causar diarréia,
comprometimento das capacidades cognitivas, problemas de comportamento,
alteracbes de humor, comprometimento da memoria, problemas de espaco,
aprendizagem, atrofia neuronal, problemas de pele, perda de cabelo, retardo do
crescimento, inflamacao das palpebras e infecgdes ™.

De acordo com a OMS, doengas como pneumonia, diarréia, sarampo, malaria e
desnutricao sao responsaveis por 70% de toda a mortalidade infantil no mundo. Para
tanto, foram realizados estudos em varios paises, e estes mostraram que o suplemento
de zinco pode reduzir a incidéncia e a gravidade das doengas citadas acima, incluindo
ainda, doencas respiratérias®. Concluiu-se também que o risco de deficiéncia de zinco é
mais alto para criancas nos paises em desenvolvimento®.

Atualmente a deficiéncia de zinco é reconhecida como um problema de saude
publica, em vista disto, a Associag&o Internacional do Zinco (IZA), em nome da industria
do zinco, vem apresentando programas no ambito global dedicados a reduzir a
deficiéncia nutricional de zinco na populacédo. Além disso, a IZA tem coordenado a
promoc¢ao e inclusdo de zinco mais cedo na cadeia alimenticia, através da utilizacdo de
fertilizantes que contenham zinco em solos deficientes do metal — geralmente nos

paises em desenvolvimento'®. Os suplementos alimentares apresentam-se como uma
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estratégia para melhorar o cuidado a saude, principalmente em grupos populacionais
susceptiveis a deficiéncia.

Os produtos farmacéuticos sédo largamente consumidos, entretanto, o uso
inadequado ou incorreto destes produtos pode causar sérias complicagbes ou até
mesmo a morte, uma vez que estes produtos apresentam ndo soO atividade
farmacoldgica, mas também toxicidade e efeitos colaterais. Desta forma, é fundamental
garantir a sua qualidade, eficacia e seguranca'’. Segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA, um produto farmacéutico € qualquer medicamento
tecnicamente obtido ou elaborado, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para
fins de diagndstico'®. As doses diarias de zinco recomendadas para criangas de 1 a 10
anos sao de 5,5 a 7,5 mg/dia, criangas entre 11 e 18 anos de 12 a 13 mg/dia, para
adultos do sexo masculino de 9,5 mg/dia e mulheres 6,5 mg/dia®.

A toxicidade do zinco pode estar associada, principalmente, a automedicacéo
(suplementagdo deliberada), resultando em nauseas, vOmitos, letargia, diversas
perturbagbes gastricas, fadiga, aumento do risco de doenga coronaria, dentre outras?®.
O zinco no estado fundamental (Zn°) tem baixa toxicidade, porém, no estado de
oxidagdo +2, apresenta riscos a satde?’.

Os compostos de zinco tém atividade bactericida, podendo precipitar e
desnaturar proteinas bacterianas. Por essa razdo, este analito vem sendo também
empregado em dermatologia®’, odontologia®® e em solucdes oftalmoldgicas (agentes
anti-séptico e desinfectante)®.

Dentre as técnicas analiticas usualmente empregadas para a determinagédo de
zinco em diferentes matrizes, podemos citar a espectrofotometria UV-Vis?,
espectrometria de absorgdo atdmica®, espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-AES)%, espectrofluorimetria®®, voltametria®, dentre
outras.

A espectrofotometria na regido UV-Vis € uma das técnicas analiticas mais
empregadas para a determinagéo de zinco. Contudo, a técnica apresenta limitagdes de
sensibilidade, sendo necessaria implantagcdo de etapas preliminares de separagao e

concentracao™’.
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1.3 — Procedimentos de separacédo e concentracao

Em quimica analitica, o objetivo final é a quantificacdo da espécie de interesse,
porém, ha uma série de procedimentos que devem ser executados previamente a
andlise. Uma das técnicas que tem sido muito utilizada no processamento da amostra,
visando a pré-concentracdo e/ou separagédo de interferentes, é a extragéo liquido-
liquido®'. A mesma baseia-se na solubilidade relativa do analito presente na amostra
em dois solventes idealmente imisciveis. Esta técnica € morosa, requer grandes
volumes de solventes orgéanicos, apresenta custo elevado e baixa
repetibilidade/reprodutibilidade, além de envolver varias etapas de manipulagao.
Mesmo quando executada empregando procedimentos automaticos, ainda apresenta
como desvantagem o uso de solventes agressivos ao operador e ao meio ambiente.

Para contornar os problemas citados, a extracdo em fase solida é um
procedimento bastante atrativo, pois minimiza o uso de solventes organicos. Este
método vem sendo utilizado como uma alternativa a extracdo liquido-liquido no pré-
tratamento da amostra para separacdo e enriquecimento do analito, possibilitando
melhoria do limite de deteccdo®®. Em um procedimento convencional, a quantificacdo do
analito ndo é realizada no suporte sélido, mas em uma etapa posterior ao procedimento
de extragcdo. Portanto, pode-se efetuar uma retengao seletiva da espécie de interesse
na fase sélida ou ainda realizar uma eluicdo seletiva>.

A selecao criteriosa do par fase movel/fase estacionaria € decisiva para a
eficiéncia do processo de separagao, seja ela uma simples extragdo de um grupo de
substancias ou a separagdo de analitos presentes num determinado material®. Na
Figura 2 sao ilustradas as etapas envolvidas em uma extracdo em fase solida,

processadas manualmente.
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Figura 2 - Etapas realizadas em SPE

Dentre os suportes solidos mais usados, destacam-se as resinas de troca idnica,
para adsorgao e remogao de ions (resinas anibnicas, catibnicas, quelantes), suportes
neutros, para adsorcdo de complexos apolar e varios tipos de polimeros, além da silica
e silicas modificadas, celulose, alumina e carvéo ativado®. Os mecanismos de retengao
pela fase sélida dos analitos e de eluicdo ocorrem devido as forgas intermoleculares
entre o analito e a superficie da fase sodlida, envolvendo interagbes do tipo
eletrostaticas, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, ion-dipolo, ion-ion e ligacao de
hidrogénio®.

A quantificagdo do analito diretamente na fase sdlida pode ser realizada por
fotometria, titulacdo, reflectometria, etc. Muitos procedimentos efetuam a pré-
concentragdo e a detecgdo fotométrica na mesma etapa. Neste caso, o reagente
organico (cromogénico) € imobilizado no suporte soélido e o composto formado com o

analito também permanece imobilizado. A quantificacdo do analito pode ser efetivada
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pela detecgao espectrofotométrica com recursos para uso de cela de fluxo com fase

solida.
1.4 — Espectrofotometria em Fase Solida - SPS

A espectrofotometria em fase solida consiste na detecgdo direta do grau de
atenuacao da luminosidade incidente numa fase sélida, na qual o analito esta retido. A
principal caracteristica desta técnica é a unificacdo das etapas de separacao,
concentracéo e detecgdo do analito®’.

A primeira proposta de determinacédo espectrofotométrica em um suporte sélido
foi apresentada por Yoshimura e colaboradores (1976), para determinacao de cromo,
ferro, cobalto e cobre empregando difenilcarbazida, 1,10-fenantrolina, tiocianato de
amonio e zincon, respectivamente, imobilizados em resina de troca i6nica, aumentando
a sensibilidade de forma significativa®.

A fase sdlida, que pode conter um reagente imobilizado, é utilizada para reter o
analito, seguido de uma etapa de elui¢do, na qual a remogéo do analito deve ocorrer
sem eluir o reagente imobilizado. A detecgédo acontece simultaneamente a retengao do
analito na fase solida™.

A retencdo do analito na fase sdlida ocorre devido a interagao direta da espécie
com a fase sodlida ou pela retencdo de um produto da reagao entre o analito e um
reagente ou ainda, pela reagao do analito com um reagente previamente imobilizado no
suporte solido.

As principais vantagens entre a espectrofotometria convencional e a SPS séao,
melhores limites de deteccdo e reducgdo significativa na quantidade de reagente
cromogénico usado. A SPS pode envolver procedimentos em batelada ou continuos,
bem como procedimentos de pré-concentragdo em fase solida empregando resina de
troca i6nica. Nos procedimentos em batelada, a fase sélida € submetida a um contato
direto com o analito, em um recipiente sob agitacédo, para posterior transferéncia para
uma cubeta e podem ser feitos de trés maneiras: o suporte solido é adicionado a

amostra junto com o reagente cromogénico; o reagente cromogénico € sorvido
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previamente no suporte sélido, em seguida é adicionada a amostra; e o analito é

previamente sorvido no suporte sélido, e entdo o reagente cromogénico ¢ adicionado®’.

1.4.1 — Fase reversa: Silica Funcionalizada Cqs

O aumento da seletividade da extragdo € geralmente obtido pela modificagao da
superficie do suporte sélido com grupos funcionais. A seletividade da fase sdlida em
relacdo a certos ions metalicos € atribuida a fatores conhecidos, tais como a dimensao
do suporte sélido usado para modificar o adsorvente e o tipo de grupo inserido®?,

Para a determinacao por espectrofotometria em fase sélida de varios compostos,
tanto organicos quanto inorganicos, pode-se empregar um grande numero de materiais
sélidos. Para a escolha da fase solida é preciso observar alguns fatores, tais como:
seletividade para extracdo do composto desejado, disponibilidade e tipo de amostra,
tipo de solvente, técnica analitica a ser empregada e tempo de analise®.

As fases mais utilizadas comercialmente sdo do tipo reversa (Cq, Cg, etc.),
ligadas ao suporte de silica**. A silica reage com um derivado clorado do silano, ligando
o grupo alquilico (R) do reagente a estrutura basica da silica, originando a fase
quimicamente ligada®.

A atividade acida de formagao de pontes de hidrogénio do grupo silanol faz da
superficie da silica uma excelente superficie de adsorcao. A ligacdo Si-OH é acida de
modo que pode ser ionizada, sendo bastante reativa. Isso permite a ligagdo quimica de
radicais organicos, transformando-a em uma superficie “organica” pela formagao de
ligagdes C-Si modificando radicalmente as propriedades de interagdo do material [34].

A escolha do grupo definird se a fase sera apolar (R = Cqs, Cg, Cy, etc.) e,

portanto, denominada fase reversa®.
1.4.2 —1-(2-thiazolylazo)-2-naphthol - TAN
Na literatura sdo encontrados varios trabalhos utilizando reagentes organicos

adsorvidos a suportes solidos, a fim de melhorar parametros importantes, como

seletividade e sensibilidade. Os reagentes da familia azo compreendem o maior grupo
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de reagentes organicos usados em andlises espectrofotométricas*®. Esses reagentes
sdo caracterizados pela presenga de grupos azo (-N=N-) oferecendo um amplo
espectro de absorcao, os quais sdo preparados pela diazotacdo da 2-aminothiazole e
seus derivados e o acoplamento com substancias aromaticas ou de outros compostos
fendlicos. Esta reagao ocorre em meio fortemente acido e a baixas temperaturas (0 a
5°C). Entre esses compostos, o 1-(2-thiazolilazo)-2-naphtol (TAN) € um dos reagentes
mais utilizados*’. Na Figura 3 é mostrada a interacdo da fase sélida C1s com reagentes

organicos.

Grupo funcional C18

Base de silica

<+> Forgas de Van der Waals (dipolo-induzido/dipolo-induzido)

Figura 3 - Esquema da interagédo de reagentes organicos em Cqg

No caso da determinacdo espectrofotométrica do zinco, pode-se empregar
diferentes reagentes cromogénicos sensiveis, dentre os quais podem ser citados a
ditizona®®, o 1-2-(2-piridilazo) -2-naphtol — PAN** e o zincon®, sendo este ultimo,
recomendado como método oficial pela Association of Official Analytical Chemists —
AOAC. A caracteristica basica desses reagentes ¢é a falta de seletividade em relagao ao
zinco, exigindo a insergéo de etapas para remogao dos interferentes®'.

O reagente 1-(2-thiazolilazo)-2-naphtol (TAN) forma complexo com muitos

cations (Ni, Zn, Fe, V, Co, e Ti)*?. Alguns trabalhos foram publicados empregando pré-
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concentragdo em linha utilizando silica funcionalizada C4g como material adsorvente
modificado com 1-(2-thiazolylazo)-2-naphthol, demonstrando algumas vantagens como
estabilidade da fase sdlida e alta velocidade de imobilizagdo do TAN em C1g> 4,

O primeiro trabalho envolvendo a combinagdo do TAN com silica funcionalizada
(C1s) em procedimentos para separagdao e pré-concentracdo de metais, foi para
determinagdo de zinco em matrizes ricas em cobre, usando a reacgéo de zinco (Il) com 1
— (2 tiazolylazo)-2-naftol (TAN). A solugao foi passada através de um cartucho Cqs, € 0
complexo Zn-TAN, com pH entre 6,5 e 8,0, foi retido quantitativamente. Nestas
condicdes, nao ocorria a retengdo do cobre. O desvio-padrao relativo foi de 5,7% e a
recuperagao media encontrada para o zinco foi de 96%. Outros metais, como niquel,
por exemplo, podem reagir com TAN da mesma forma como o zinco, mas eles nao
interferem na absorcdo em 213,856 nm?’.

A Figura 4 apresenta a formula estrutural do 1-(2-thiazolylazo)-2-naphthol (TAN),
que € um sélido de cor laranja. As solugdes de TAN sdo amareladas em meio acido,

alaranjadas em meio ligeiramente acido ou neutro e violeta em meio alcalino®.

S
[ H—N=n
.

HO

Figura 4 - Estrutura quimica do 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol (TAN)

Este reagente apresenta propriedades relativas a complexagdo de metais de
transicdo, como mostra a Figura 5, que o torna adequado para aplicagdo em

procedimentos de separagdo e pré-concentracdo de metais em amostras aquosas®°.
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Figura 5 - Esquema da reagao Zn (ll) - TAN

Porém, € um reagente de baixa solubilidade em meio aquoso, requerendo o
emprego de solventes organicos. A Figura 6 mostra as mudangas de coloragéo

associadas com a dissociacédo do préton®®.

S S S
. /] /]
H— N~ N~ N~
NfN pKa (NH*) = 2,37 NfN LG S NSt ‘NﬁN
[ e —
h “ N “ o- “
amarelo laranja violeta
Amax = 440nm 2max = 485nm Amax = 535nm

Figura 6 - Representagéo do equilibrio nas formas do TAN
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Em solugdes acidas, observa-se a formagao do ion protonado soluvel em agua.
Em meio neutro ou levemente acida/basica, o TAN ocorre como uma molécula neutra
soluvel em solvente orgénico. Em solugdes basicas, o TAN sofre desprotonacgéo
formando o anion solGvel em agua“®.

Kawase (1965), avaliou a determinagcdo de alguns metais, empregando
reagentes cromogénicos derivados do 2-(-2-thiazolylazo)phenol. Neste trabalho, o autor
recomenda o reagente 1-(2-thiazolylazo)-2-naphthol para a determinagéo de zinco®’.

Bhalotra & Puri (1999), determinaram zinco usando espectrofotometria utilizando
TAN como reagente cromogénico e tetrafenilborato de aménio (ATPB)-naftaleno como
um adsorvente. O complexo Zn-TAN era retido sobre naftaleno com pH entre 6,5 € 9,5.
O método desenvolvido foi utilizado para a determinagdo de zinco em amostras
ambientais e farmacéuticas®. Ferreira et al., estudaram a reagdo do TAN com zinco (11)
na presenga de Triton X-100, formando um complexo vermelho com composigao 01:02
Zn (II)-TAN e maximo de absor¢gdo em 582 nm, na faixa de pH 6,20 - 8. O método
proposto foi utilizado para a determinagao de zinco em ligas a base de cobre®.

O TAN tem atraido muita atengcdo por apresentar maior sensibilidade para a
espectrofotometria e extracdo de muitos metais. Os inconvenientes decorrentes da
aplicagdo da espectrofotometria em fase sélida podem ser evitados empregando
sistemas de analise em fluxo, nos quais a detecgao é feita simultaneamente com as
etapas de retengao e concentragcdo do analito. Isso dispensa medidas em diferentes

comprimentos de onda e permite o emprego de um espectrofotdmetro monocanal®.

1.5 — Multicomutac&o em Sistemas por Injecdo em Fluxo

O desenvolvimento de recursos ligados a automacgao possibilita 0 processamento
de um grande numero de amostras, minimizando o tempo das analises sem
comprometer a qualidade dos resultados. Neste contexto, pode-se aplicar o processo
de analise por inje¢cdo em fluxo e suas variantes®!, que foi proposto na década de 70
pelos pesquisadores Ruzicka e Hansen. Este processo, tem como conceito basico, a
inser¢cao de uma aliquota da solugdo da amostra em um fluido que a transporta para o

detector, possibilitando a insercdo de reagentes ao longo do percurso analitico®. A
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configuragdo mais simples € o diagrama de fluxo de linha unica, no qual o fluido
transportador é o proprio reagente® .

O volume de solucéo utilizado na determinacéao é definido pelo volume interno da
alca de amostragem, e pode ser variado empregando tubo com o mesmo diametro
interno, mudando apenas o comprimento da alga de amostragem. Esta alga tem fungao
analoga a pipeta volumétrica em um procedimento analitico manual®’.

Durante o transporte através do percurso analitico, a amostra sofre dispersédo na
solucdo transportadora, produzindo uma zona caracterizada pela existéncia de
diferentes gradientes de concentragdo. Em fungdo da existéncia de diferentes
gradientes de concentracdo e da deteccédo ser feita com a zona de amostra em
movimento em relagdo ao sistema de deteccao, obtém-se um sinal transiente, que esta
relacionado a concentragao inicial da espécie de interesse®.

Convém chamar atengado para algumas peculiaridades do processo FIA, que o
torna muito atraente em um laboratério de andlise quimica. Este processo pode ser
implementado com instrumentagcdo de baixo custo, mesmo quando emprega-se
microcomputador para efetuar controle e aquisicdo de dados. Além disso, este modo de
analise é aplicado com baixo consumo de reagentes.

A analise por injecdo em fluxo € uma interessante combinagao de trés principios:
a injecdo da amostra, dispersao controlada da amostra injetada e reprodutibilidade no
tempo dos eventos que ocorrem desde a injecdo até a chegada ao detector. A reacéo
quimica ocorre enquanto a amostra injetada é transportada pelo fluido transportador,
promovendo a dispersdo, que ocorre por conveccao e difusdo radial®®.

Nos primeiros trabalhos, empregava-se a seringa hipodérmica para insergao da
aliquota de amostra no percurso analitico. Com a evolugdo do processo, outros
dispositivos foram propostos, como o injetor comutador e as valvulas rotativas de 6 e 8
vias®®. Outro dispositivo empregado para a insergao das aliquotas no percurso analitico
sd0 as valvulas solenoide, as quais deram origem ao processo de Multicomutagao®®.

As valvulas solenoide atuam como comutadores independentes, apresentando
meios para se desenvolver procedimentos automaticos de alto desempenho

empregando instrumentagéo de baixo custo.
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Os sistemas MCFA foram concebidos empregando apenas um canal de
bombeamento, sendo que as solugdes sdo deslocadas através do percurso analitico
por aspiracdo®, portanto, o modo de trabalho é realizado com pressao interna negativa
(menor que a da atmosfera). Dependendo das caracteristicas do procedimento analitico
é empregado um canal de bombeamento para cada solucdo®’ e neste caso o modo de
trabalho é feito com pressao interna positiva. Em sistemas de Multicomutagdo em Fluxo
acoplados a Espectrofotometria em Fase Sodlida (MCFA-SPS)°, a impedancia
hidrodindmica causada pela fase sélida inserida de forma compacta na cela de fluxo é
muito alta, entdo o0 modo de bombeamento com pressao positiva € mais adequado.

O processo de multicomutacdo em fluxo compreende uma estratégia onde a
manipulacao das solugbes de amostra e reagentes é controlada pelo microcomputador.
Como pode ser visto na Figura 7, um sistema de analise em fluxo por multicomutagao é
composto pela unidade de propulsdo das solugdes, como bombas peristélticas, as
valvulas solendide, que podem ser de estrangulamento ou de trés vias, para controle da
insercao das solugdes, um computador equipado com interface para controle e
aquisicao de dados e uma interface de poténcia, para compatibilizagcdo da intensidade

de corrente®,

° Do inglés Multicommutation in Flow Analysis with solid phase spectrophotometric detection
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MICROCOMPUTADOR

INTERFACE PARA
CONTROLE E SISTEMA
AQUISICAO DE DADOS DE
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Figura 7 - Diagrama de blocos de um sistema de analises em fluxo controlado por um
microcomputador

As valvulas solenoide de 3 vias séo dispositivos com uma entrada e duas saidas
de fluido. Quando a valvula estd desligada, a via central tem comunicagdo com uma
das vias laterais através de um canal interno. Quando a valvula é acionada, uma
corrente elétrica circula através da bobina indutora (solenoide), o campo magnético
gerado desloca um pivé interno, que pressiona um diafragma que direciona o fluxo da
solugdo para a outra saida. Desligando-se a corrente elétrica, cessa o campo
magneético induzido, uma mola restaura a posi¢ao inicial e o fluido é escoado
novamente pela saida inicial. Essa caracteristica tem sido explorada para compor o
modulo de analise conforme a necessidade de cada sistema®®.

Outra alternativa, igualmente eficaz, sdo as valvulas de estrangulamento (pinch
ou clamp valves), cujo principio de funcionamento € o estrangulamento de um tubo
flexivel. Quando acionada por um solenoide, a pressado no tubo é aliviada permitindo o
escoamento da solugdo. Quando é desligada, uma mola restaura a posigéo inicial
estrangulando com uma pequena haste, e em consequéncia interrompe o fluxo da

solugdo. A vantagem destas valvulas esta no fato de suportarem melhor as particulas
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sélidas em suspensdo’®. Elas empregam a mesma interface das de 3 vias e as

condigdes operacionais do programa de controle.
1.6 — Fotdbmetros baseados em LED

O diodo emissor de luz — LED (Light Emitting Diode) foi disponibilizado no
mercado a partir de 1960, mas a sua utilizagcado como fonte de radiagao eletromagnética
em fotometria foi proposta apenas em 1978 por Betteridge, et al”".

Os LEDs sao dispositivos de baixo custo que emitem radiagdo nas regides do
espectro UV, visivel e do infravermelho préximo’®. Estes dispositivos permitem o
emprego em detecgdo fotométrica sem a utilizacdo de dispositivos para discriminagéo
do comprimento de onda, como filtros, redes de difragdo, lentes e espelhos, etc.”.

Este dispositivo emite radiacéo eletromagnética devido a um fendbmeno chamado
eletroluminescéncia, que é a emissao gerada por excitagao eletrbnica, pela passagem

de uma corrente elétrica através do material™

. A emissao no comprimento de onda
desejado dependera do material utilizado na construgdo do LED. Os fotodetectores
mais empregados em deteccdo fotométrica com LED s&o os fototransistores e
fotodiodos, sendo este Ultimo o mais utilizado™.

O baixo custo, a alta estabilidade de emissao e o longo tempo de vida util sdo
algumas das caracteristicas que tornaram o uso de LED uma atraente ferramenta para
0 uso em procedimentos analiticos’®. Na literatura sdo encontrados muitos trabalhos
utilizando sistemas FIA que empregam LEDs e fotodetectores. Rocha et al (2000).
utilizaram LED acoplados a um sistema de detecgdo com fotodiodo para determinagao
de nitrogénio inorganico em aguas, apresentando caracteristicas que viabilizam sua
aplicacdo em analises de campo’’.

Um equipamento portatil foi desenvolvido por Feres (2006), para determinagao
de cations e anions em agua de consumo humano e suprimento, baseados nos
processos de multicomutagdo em fluxo, empregando fotdbmetros baseados em LED e
deteccdo com fototransistor’®.

Lavorante (2006), propés o desenvolvimento de instrumentagcdo para a

determinagdo de tensoativos em aguas empregando multicomutacdo em fluxo e



33

deteccao fotométrica empregando dois LEDs (azul e vermelho) e um fotodiodo de
silicio. O fotbmetro com associagcao dos LEDs permitiu a miniaturizacdo do sistema
possibilitando a construcéo de equipamentos portateis e de baixo custo’.

Um fotbmetro portati empregando um LED como fonte de radiagcdo
eletromagnética e outro LED como fotodetector empregando multicomutagao em fluxo,
foi desenvolvido por Silva et al. (2010). O fotdmetro foi empregado para desenvolver um
procedimento de titulagao fotométrica automatico para determinagcao de acidez em suco
de frutas’®.

Fernandes et al. (2009), determinou selénio em &aguas empregando
procedimento desenvolvido utilizando um fotdmetro baseado em LED com uma cela de
fluxo de longo caminho. O sistema foi mecanizado aplicando o processo de
multicomutagdao em fluxo e mini-bombas solenoide como dispositivos de propulsdo. O
procedimento proposto oferece uma alternativa aos métodos propostos, reduzindo o
consumo de reagentes e geragdo de residuos, prevendo um procedimento
ambientalmente limpo®.

Embora tenham sido encontrados varios trabalhos na literatura aplicando
fotdbmetros de LED em sistemas FIA, ndo sdo encontrados trabalhos utilizando celas de

fluxo com LED para determinagdes em fase solida.

1.7 — Multicomutacdo em Sistemas de Anélise em Fluxo com detec¢do por
Espectrofotometria em Fase Sdlida

A partir da introdugdo do conceito da Analise por injecdo em fluxo e de suas
vertentes, como a multicomutacao em fluxo, diversas alteracdes tém sido propostas em
sua configuracao basica®’.

Assim, os sistemas que utilizam a analise por injecao em fluxo, acoplados a pré-
concentragao e separagao em linha, tém se tornado uma das opg¢des mais viaveis e
promissoras, devido a sua grande versatilidade aliada a facilidade de automatizac&o®,
utilizacdo de menores volumes de solugdes e possibilidade de integragédo das etapas de

retencéo, reacao e deteccgao.
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O primeiro sistema de analise por inje¢gdo em fluxo com pré-concentragdo em
linha foi proposto por Bergamin et al. (1980) para determinagédo espectrofométrica de
aménio em aguas naturais empregando resina de troca-idnica®.

Para integracédo da espectrofotometria em fase sélida ao processo de analise por
injecdo em fluxo, € necessario atender as seguintes condi¢cdes: capacidade de
regeneracao da fase depois do analito ter sido sorvido, evitando a renovagdo da mesma
para cada determinacao; cinética rapida e boa estabilidade da fase sdlida, uma vez que
a mesma entra em contato com as solu¢cdes da amostra e do eluente.

Na literatura sdo reportados alguns trabalhos para a determinagdao de zinco,
através da associagdo da analise em fluxo a alguns métodos de detecgdo. Uma
unidade de eletrodialise foi associada a analise por injecao em fluxo para a remogao de
interferéncias na determinagdo de zinco (lI) em comprimidos de multivitaminicos. O
sistema proposto foi totalmente automatizado e apresentou uma frequéncia de 18
determinacdes por hora e resposta linear na faixa de concentracéo entre 1 e 20 mg L.
O limite de deteccao estimado foi de 0,998 mg L™ &3,

Dois procedimentos foram propostos para determinacdo de zinco em amostras
biolégicas e de farmacos, por injecao em fluxo com detecgao espectrofotométrica. No
primeiro sistema, uma curva analitica linear foi obtida em uma faixa de concentracao
entre 0,21 a 4,60 mg L™ e limite de deteccao de 48,80 ug L. No segundo sistema, uma
mini-coluna com resina de anidnica foi usada para concentrar Zn (ll). Uma curva
analitica linear em uma faixa de concentragdo de 0,08 a 2,06 mg L™ foi obtida com um
limite de detecgdo de 13,90 pg L™ 84,

Um método espectrofluorimétrico seletivo foi desenvolvido para a determinacao
de zinco, utilizando a analise por injegao em fluxo. O método baseia-se na formagao de
complexos entre o zinco e 8-hidroxi-7-(4-sulfo-1 naftilazo) quinoleina-5-acido sulfénico
(HSNQ). A fluorescéncia do complexo foi monitorada em um comprimento de onda de
emissao em 545 nm com excitacdo em 360 nm. Nestas condi¢des, curvas analiticas
foram obtidas a partir de 0,05 a 0,40 mg L™, O limite de detecgao foi de 7,0 Mg L. O
desvio padrao relativo foi de 2% para as amostras de agua potavel, 4% para as

amostras de leite e 7% para as amostras de cabelo (n = 5). Os resultados foram
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concordantes com aqueles obtidos por espectrometria de absor¢cdo atbmica de chama,
nao apresentando diferenca significativa & nivel de 95% de confianca®.

Um procedimento por injecdo em fluxo e deteccdo espectrofotométrica, foi
desenvolvido para a determinagdo de zinco na agua, baseando-se na reacédo de
complexacdo do zinco com o reagente cromogénico PAN, em uma coluna de pré-
concentragdo. Observou-se uma relagdo linear 2,0 e 360 mg L™ pela a altura no
momento do pico de absorcdo maxima em 560 nm. O método proposto apresentou
limite de detecc¢ao de 0,42 mg L™ e desvio padrao relativo de 3,55% para 5,00 mg L'e
de 2,14% para 50 mg L™ Zn(11)®.

Matsuoka & Yoshimura (2010) realizaram uma revisdo acerca dos meétodos
analiticos, que utilizam a deteccdo direta em suporte sélido, acoplado aos sistemas de
analise por injecéo em fluxo. Os autores observaram um notavel progresso em sistemas
que associam a analise em fluxo e métodos espectrométricos em fase sodlida, devido
sua aplicagdo para determinacdo de varias espécies quimicas em uma grande
variedade de amostras. A revisdo aborda ainda, aspectos instrumentais envolvendo o
emprego da absorgao, reflexao, fluorescéncia, dentre outros?’.

Além dos trabalhos supracitados, também sao encontrados estudos para a
determinagao de zinco, por meio da associagdo da analise por injegdo em fluxo com a
espectrofotometria em fase sdlida, foco deste trabalho.

Teixeira et al (1999), determinaram zinco em medicamentos empregando
sistemas de analise por injecdo em fluxo com detecgdo espectrofotométrica em fase
sélida. Para o desenvolvimento deste procedimento, a cela de fluxo confeccionada em
acrilico com 1 mm de espessura foi posicionada no caminho O6ptico do
espectrofotbmetro proximo ao detector. Esse posicionamento foi empregado para
focalizar o feixe de radiacdo sobre toda a superficie contendo a fase sdlida, obtendo
sinais mais reprodutiveis. O sistema foi aplicado para uma faixa de concentracéo para
Zn(ll) de 0,04 a 4,00 mg L™, com desvio relativo de 3,3%, para 1 mm de caminho
optico. Apresentou absortividade molar aparente estimada em 2,02 x 10° mol L cm™,
frequéncia de amostragem de 45 determinagdes por hora e um limite de detecg¢ao de
10,0 ug L %,
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Teixeira et al. (2000) exploraram a diferenga das cinéticas de retengdo para a
determinagdo espectrofotométrica multicomponente, empregando injecdo em fluxo e
deteccgao por espectrofotometria em fase sélida. As determinagdes foram realizadas de
forma sequencial em duas vazdes distintas, gerando duas curvas de reteng¢ao dos ions
metalicos em TAN-Cqs. Esta estratégia foi usada para determinacédo de niquel e zinco
em ligas de cobre. A absorbancia maxima do complexo imobilizado foi monitorada em
595 nm. Os coeficientes de variagdo foram estimados (n = 10) em 1,1 e 1,7% para a
vazdo de 1,9 mL min™" e 1,2 e 2,1% para a vazdo de 0,85 mL min™ para zinco e niquel,
respectivamente®®.

Para determinacdes por espectrofotometria em fase solida tém sido construidas
celas, especialmente adaptadas para analise em fluxo. Teixeira et al. (2000)
propuseram a construcdo e adaptacdo de uma cela de fluxo simples e de baixo custo
para medidas por FI-SPS, que permite a utilizagdo de maiores quantidades de material
sem ocasionar excessivo aumento da impedancia hidrodinamica e do espalhamento de
radiacdo. Para demonstrar as caracteristicas da cela de fluxo proposta, foi utilizada a
reagdao de cobalto(ll) com 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol (TAN) imobilizado em silica
funcionalizada C+s A equacgao y = 0,0386 + 0,316.x (r = 0,9994) foi obtida para uma
faixa de concentracao entre 0,25 e 3,00 mg L™ de cobalto, apresentando coeficiente de
variacdo igual a 1,4%, limite de deteccdo igual a 15 mg L™ (nivel de confianca de 99,7
%). A frequéncia de amostragem foi estimada em 40 determinacdes por hora®.

Um procedimento foi desenvolvido para a determinagéo de misturas ternarias de
Fe, Ni e Zn em agua. Neste trabalho, o 1 - (2 thiazolilazo)-2-naftol foi imobilizado em um
suporte de silica C1s, por meio da complexag¢ao do Fe (ll), Ni (Il) e Zn (Il) em TAN-Cqs,
utilizando a espectrofotometria em fase solida acoplada a analise em fluxo. O
procedimento proposto foi baseado nas diferentes razdes de reagao/retengcao dos ions
estudados sobre o suporte sélido. O método dos minimos quadrados parciais (PLS-2)

foi usado para prever a concentracdo dessas espécies em amostras sintéticas?.
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2 — OBJETIVOS

Este trabalho compreende, em termos gerais, o desenvolvimento de
instrumentagao e procedimentos analiticos automaticos empregando espectrofotometria
em fase soélida para determinagéo de zinco em produtos farmacéuticos e agua.

De forma especifica, objetiva-se o desenvolvimento de um fotdmetro
empregando LED de alto brilho como fonte de emissédo de radiagédo eletromagnética e
um detector de estado solido de alto desempenho, permitindo, dessa forma, o emprego
de uma cela de detecgdao com caminho éptico mais longo do que o usual (1 mm) em
espectrofotometria de fase sdlida.

O mdédulo de analise dedicada a deteccdo espectrofotométrica em fase sélida,
baseia-se no processo de multicomutacdo em fluxo, visando redugdo do consumo de
reagentes e do volume de efluente gerado. A espécie quimica de interesse é zinco em
produtos farmacéuticos e agua, e como suporte solido para imobilizar o composto a ser

detectado sera empregado Cys.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamento e acessorios

Para o desenvolvimento do sistema de detecgao e dos procedimentos analiticos
sdo empregados o0s seguintes equipamentos: bomba peristaltica (Ismatec IPC)
equipada com tubos de bombeamento (Tygon) e tubos de polietileno para linhas de
fluxo (0,8 mm de diametro); microcomputador equipado com interface de controle e
aquisicao de dados; valvulas de estrangulamento (NResearch Incorporeted P/N 225
P091-11 12 VDC 30 PSI); fonte de alimentagao de corrente continua regulada, interface
de poténcia para acionamento das valvulas; acrilico para construgcdo de componentes
do modulo de analise; amplificadores operacionais para montagem de interface de
condicionamento de sinais; fotodetector de estado sdlido (fotodiodo) acoplado a sistema
de condicionamento de sinal de resposta rapida e de baixo nivel de ruido; LED de alto
brilho e angulo de emissdo estreito (< 20°); resistores diversos, capacitores diversos;

placa de circuito impresso em fibra de vidro, etc.
3.2. Reagentes e solucdes

e Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico de pureza
e agua deionizada.

e A vidraria utilizada foi lavada com agua deionizada e mantida em acido nitrico
20% (v/v) por pelo menos 12 horas para descontaminagao.

¢ A solugédo estoque de zinco 1000 mg L™ foi preparada dissolvendo-se 1 g de
zinco metalico em 10 mL de acido nitrico concentrado, completando a solugdo com
agua para 1000 mL.

e As solugdes de referéncia de zinco foram preparadas a partir de solucéo estoque
1000 pg mL™" de zinco.

e A solugédo de Triton X-100 5% (m/v) foi preparada dissolvendo-se 5 g do

reagente em 100 mL de agua.
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e A solugdo de TAN foi preparada dissolvendo-se 1,0 mg de 1-(2-tiazolilazo)-2-
naftol (Merck) em 1 mL de etanol, completando o volume com solu¢ao 5% em Triton X-
100 para 100 mL.

e O TAN foi imobilizado em silica funcionalizada C+g (60-100 um), obtida a partir de
cartuchos Sep-Pak (Waters), que foi devidamente guardado e introduzido na cela de
fluxo para posterior retencédo do analito de interesse.

e A solugdo tampao hexamina 0,6 M; pH = 6,4 foi preparada dissolvendo-se
84,114 g de hexametilenotetramina em 900 mL de agua, ajustando-se o pH com acido
cloridrico ou hidréxido de sédio e completando o volume para 1000 mL com agua. A
mesma foi utilizada como fluido recondicionador.

e Solugado de tiossulfato de soédio 5% foi preparada dissolvendo-se 5,0 g do
tiossulfato de sédio em 100 mL de agua.

¢ A solugao de acido ascoérbico 5% foi preparada dissolvendo-se 5,0 g do acido em

100 mL de agua.

3.3 Amostras de produtos farmacéuticos manipulados: Composigcao (por capsula)

e preparo

As amostras foram divididas em 7 grupos, no qual cada grupo apresentava um
peso distinto de zinco: 0,097 mg (grupo A), 0,580 mg (grupo B), 0,865 mg (grupo C),
0,192 mg (grupo D), 0,481 mg (grupo E) e 0,289 mg (grupo F). Cada capsula
apresentava o peso liquido de 1 g, contendo o peso especifico e excipientes g.s.p. Uma
ultima amostra foi preparada com uma combinagédo de 0,580 mg de cobre e 0,580 mg
de zinco (grupo G).

O conteudo das capsulas foi retirado e calcinado a 430°C durante 12 horas. A
cada amostra foi adicionado o volume de 5 mL de acido cloridrico concentrado.
Posteriormente as amostras foram transferidas para balées volumétricos e completou-
se para 500 mL com agua desionizada. Uma aliquota apropriada de cada amostra foi
transferida para baldo volumétrico de 25 mL contendo 10 mL da solu¢do tampé&o, 1 mL
da solugao de acido ascorbico e 1 mL de tiossulfato de sédio. As solugdes padrdes de

zinco foram preparadas da mesma maneira que as solu¢des das amostras.
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3.4 Amostras de produtos farmacéuticos de origem industrial: Composicado (por

comprimido) e preparo

e Stresstabs 600 (Wyeth) — acido ascorbico: 600 mg; pantotenato de calcio: 25
mg; oxido cuprico: 3 mg; sulfato de zinco: 23,9 mg.

o Life vit (Luper) - acido ascérbico: 90 mg; fosfato de calcio dibasico: 162 mg;
lodeto de potassio: 150 pg; 6xido de magnésio: 100 mg; sulfato de zinco: 15 mg.

e Tongifort (Pharmascience) - acido ascérbico: 600 mg; 6xido cuprico 3 mg;
pantotenato de calcio: 25 mg; sulfato de zinco: 23,9 mg.

e Centrum (wyeth) - pantotenato de calcio: 5 mg; ferro: 8,1 mg; magnésio 100 mg;

zinco: 7 mg; cobre: 450 pg; molibdénio: 23 ug; cromo: 18 ug; manganés: 1,2 mg.

As amostras, na forma de comprimido, foram moidas e pesadas (0,5 g de cada
amostra) e calcinadas a 430°C durante 12 horas. A cada amostra foi adicionado o
volume de 5 mL de acido cloridrico concentrado. Posteriormente as amostras foram
transferidas para balbes volumétricos e completou-se para 500 mL com agua
desionizada.

Uma aliquota apropriada de cada amostra foi transferida para baldo volumétrico
de 25 mL contendo 10 mL da solucédo tampéao, 1 mL da solugcdo de acido ascérbico e 1
mL de tiossulfato de sddio. As solugdes padroes de zinco foram preparadas da mesma

maneira que as solucdes das amostras®® °.

3.5 Amostras de Aguas: Coleta e preparo

As amostras de agua utilizadas neste estudo foram coletadas nos laboratérios do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, em residéncias e na fonte Delmar Marchetti,
localizada na Escola Superior de Agricultura “Luis de Queiroz”. As amostras foram
coletadas, armazenadas em frascos plasticos e acondicionadas em geladeira a -4° C.
No momento das analises, uma aliquota de cada amostra foi estabilizada a temperatura

ambiente e filtrada em papel de filtro comum.
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3.6 - Tratamento de residuos

Os residuos gerados (em torno de 1,02 mL por determinagdo) eram
acondicionados em frasco de vidro e posteriormente encaminhados para o laboratério

de tratamento de residuos do Centro de Energia Nuclear na agricultura.

3.7 - Desenvolvimento experimental

Na primeira etapa, foram montados o fotdmetro e 0 mddulo de analise com
configuragdo necessaria para a determinagdo de zinco em produtos farmacéuticos e
aguas. Uma vez que o sistema de deteccdo e o mddulo de andlise compdéem uma
unidade compacta, os dois foram desenvolvidos simultaneamente. A cela de fluxo,
mostrada na Figura 8, é usada em uma placa de acrilico na qual foram encaixados os
guias de onda para conduzir o feixe de radiacdo do LED até a fase solida, e da outra
extremidade da cela até o fotodetector. Os anéis de borracha, além de evitar
vazamento, funcionam como fixadores dos guias de onda, mantendo-os alinhados com
0 caminho optico da cela de fluxo. No espacgo entre os guias de onda (Fs) foi inserida a
fase sdlida (C+s). Embora néo seja indicado na Figura, na entrada e na saida da cela de
fluxo foram colocados filtros de poliéster (Mesh 400) para impedir o arraste do Cs.

As etapas para determinagao do zinco consistem na inser¢cdo da amostra na cela
de fluxo, permitindo a adsorgéao do analito na fase sélida, onde o complexo C1s — TAN —
Zn era formado. As etapas de formacdo do complexo e dessor¢do do analito séo

mostradas na Figura 9.
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Figura 8 - Vista em corte da cela de fluxo. Fs — Representa a area, na qual o suporte
solido se encontra localizado, C+s; Pc — Suporte em acrilico; P — parafusos; Av —
borracha; Cv — Guias de onda; Es e Ss — Orificio de entrada e saida dos fluidos,
respectivamente, Det = fotodetector IPL 10530 DAL; LED, A = 590 nm

(A) (B8)

Figura 9 - Fotografias do suporte sélido inserido na cela de fluxo: (A) Reagente
cromogénico adsorvido a silica funcionalizada C1g; (B) Complexo Zn (II)-TAN-C1g
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O modulo de analise empregado € mostrado na Figura 10. Todo o sistema esta
acoplado a um computador através de uma interface eletrbnica. Um software escrito em
linguagem QuickBASIC 4.5 permite que o computador efetue o controle da adi¢gado das

solugdes da amostra e do eluente, além da aquisi¢ao de dados.
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Figura 10 - Diagrama de fluxo do mdédulo de analise empregado para determinagao de
zinco em fase sdlida. V4, V3, e V3; A (Amostra); Ta (solugéo recondicionadora - Tampao
Hexamina 0,05 mol L™ e pH 6,2); HCI (solugdo eluente — 0,5 mol L™'); DET (Fotdmetro);
Desc (descarte). T4, T2 e T3 tempo de acionamento das valvulas ty, t, t2, € t3 = inser¢ao
da amostra, leitura do sinal, insergao do eluente e lavagem, respectivamente.

Nesta configuracdo as valvulas Vi, V, e V3 estdo desligadas, e a solugéo

recondicionadora € bombeada continuamente. Acionando simultaneamente as valvulas
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V1 e Va, o fluxo da solugao recondicionadora é redirecionado para reciclagem, enquanto
que o fluxo da amostra ¢é inserido no percurso analitico. Quando a solugdo da amostra
fluia através da fase sdélida na cela de fluxo, o zinco reagia com o TAN imobilizado no
C+s, formando o complexo a ser monitorado, o qual também permanecia imobilizado.
Enquanto esta etapa estava em curso, o sinal correspondente gerado pelo fotodetector
era monitorado pelo computador através da interface analdgica/digital. O sinal
convertido para digital era salvo no padrao ASCII para permitir posterior tratamento.
Durante esta etapa, um grafico de sinal em fungdo do tempo era mostrado no video,
para permitir a visualizagdo em tempo real. Em seguida, as valvulas V; e V3 eram
acionadas ao mesmo tempo, permitindo a insercéo da solu¢ao de acido cloridrico para
eluir o analito da cela de detecgéo. Posteriormente, todas as valvulas eram desligadas
e o fluxo da solugéo recondicionadora era restabelecido. Finalizada esta etapa, a fase

solida estava pronta para a proxima determinagao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espectro de absorg¢&o do complexo Zn-TAN-Cig

O espectro de absor¢gao de radiagdo do complexo Zn (ll)-TAN, apresenta
coloragao violeta quando imobilizado na fase solida (C+g). Este espectro (Figura 11) foi
obtido empregando uma solugdo de referéncia com concentracéo de 0,7 mg L™ Zn (Il
em meio aquoso com pH = 6,4 e um espectrofotometro Ocean Optics modelo USB
2000, equipado como uma cela de fluxo de 3 mm de caminho 6ptico, proposta para o
sistema MCFA-SPS. Esta figura mostra que o maximo de absorgao do complexo retido
na fase sélida esta em torno de 582 nm, permitindo que o fotdmetro desenvolvido para
este trabalho empregasse um LED com maximo de absor¢do em 590 + 25 nm. Neste
caso, a deteccdo do fotdbmetro abrangia a faixa de 565 a 615 nm. O fotodiodo
empregado no fotdmetro tinha uma resposta espectral na faixa de 350 a 900 nm,

portanto, ndo havia restricdo de ordem instrumental para o uso do LED mencionado.

0,6

0,4

0,2

Absorbancia

0,0

-0,2

T T T T T T T T T T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda, nm

Figura 11 — Espectro de absor¢ao do complexo Zn-TAN-C1g
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4.2 - Natureza da solucéo recondicionadora

Um estudo para avaliacdo do efeito da solugcédo recondicionadora foi realizado,
tendo como objetivo observar a influéncia do meio, tanto na eficiéncia de retencéo do
zinco no TAN-C4s, como na vida util da fase sdélida. Nestes experimentos foram
empregados agua e uma solugado de hexamina em pH = 6,4. A vazado de bombeamento

foi mantida em 1,0 mL min™'. Os resultados obtidos s&o mostrados na Figura 12.

0,8 -

Tampao Hexamina Agua
0,85
0,6
0,55 0,85
0,3
@ 0,44 0,55
= 0,15
< 0,3
3 024
< 0 0,15
0
0,0 L J y
0,2 T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500
Tempo (s)

Figura 12 - Registros obtidos para avaliar o efeito do fluido de recondicionamento. O
primeiro conjunto de registros (esquerda) foi obtido usando uma solugédo hexamina com
pH = 6,4; e segundo foi obtido substituindo a solugdo de hexamina por agua. Os
numeros sobre os registros correspondem as concentragbes de 0; 0,15; 0,3; 0,55 e
0,85mgL™.

Analisando os perfis dos registros dos sinais, observa-se que ao utilizar da agua
como fluido para recondicionamento da fase solida, ocorreu diminuigdo dos sinais,

incluindo sinal do branco menor que zero. Observa-se que para as concentragdes mais
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baixas também foram gerados sinais de polaridade negativa, a qual diminuia de
magnitude para as concentragbes mais altas. Este comportamento € semelhante ao
gerado pelo efeito™ em sistemas de analise em fluxo. A solugdo tamp&o hexamina foi
estabelecida como solugdo recondicionadora por apresentar registros mais estaveis e

de maior magnitude.
4.3 - Efeito da vazao na retenc¢do do zinco

Em fotometria em fase sélida empregando sistemas de analise em fluxo baseado
em multicomutacao, o sinal gerado é fungdo da quantidade do analito capturado pela
fase sdlida, a qual é fungcdo da vazao de bombeamento da amostra e do intervalo de
tempo estabelecido. A eluicdo do analito apds deteccéo e o recondicionamento da fase
sélida também sdo dependentes destes dois parametros. E preciso considerar que
existe uma dependéncia tanto na cinética de sorgdo como na capacidade do sistema de
suportar altas vazées, sem que ocorra a ruptura das conexdes em decorréncia de altas
pressdes. Para o estudo deste pardmetro, os ensaios foram realizados utilizando 5
vazobes distintas, mantendo o intervalo de tempo para inser¢ao da solucao de referéncia
em 40 s. Porém, na vazao igual a 1,6 mL min™', constatou-se que as conexdes dos
tubos sofriam rupturas, causadas pelo amento da pressio interna, dessa forma, os
testes com esta vazao nao foram realizados.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 13, onde se observa que os
registros dos quatro conjuntos apresentam perfis semelhantes, o que indica uma boa
estabilidade do sistema como um todo, compreendendo o mddulo de analise e
fotdmetro. Visualmente, observa-se que os registros referentes a vazéo de 1,4 mL min”

apresentam menor altura, o que pode resultar em perda de sensibilidade.
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Figura 13 - Efeito da vazdo sobre a retencdo na fase sélida. Nestes experimentos
foram usadas solucdes de referéncia de 0; 0,15; 0,55 e 0,85 mg L™

Tomando os valores maximos de cada registro, obteve-se que as equacgdes de

regressao linear e os respectivos parametros sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros analiticos avaliados com variagdo da vazao

Vazéao Volume Intersecio Coeficiente Regresséao linear
(mL min?) (uL) & Angular (R)
0,8 532 0,1289 0,7050 0,996
1,0 664 0,1460 0,7324 0,993
1,2 800 0,1543 0,7052 0,990

1,4 932 0,1470 0,6233 0,990
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Considerando-se que o coeficiente angular € o parametro relacionado a
sensibilidade, observa-se que o melhor resultado foi obtido para a vazdo de 1,0 mL min’
" Observa-se que para as vazdes de 1,2 e 1,4 mL min™" houve decréscimo de sinal,
sendo que para a ultima vazao a redugao foi de 15 %, enquanto o aumento do volume
bombeado através da fase solida foi de 45 %. Em vista destes resultados, pode-se
afirmar que para vazdes superiores a 1,0 mL min™", a diminuicdo do tempo de contato
do analito com o reagente cromogénico imobilizado afeta a eficiéncia na formagao do
complexo. Os resultados obtidos com a vazédo de 1,0 mL min™' indicam que ha um
compromisso sinergético compreendendo a sensibilidade, a preciséo e a estabilidade

dos registros (perfis lisos), portanto, esta vazao foi selecionada.
4.4 - Efeito do Volume da amostra

A espectrofotometria em fase sélida € um sistema de concentragdo e detecgéo
em tempo real, isto é, o sinal analitico € monitorado enquanto a concentracao esta em
curso. Em vista disso, € esperado que a magnitude do sinal analitico aumente, com o
aumento do volume da solugdo bombeada através da cela de fluxo. Para verificar este
efeito, experimentos foram realizados, empregando os seguintes intervalos de tempo
para insergdo da solucao de referéncia: 30, 40, 60 e 80 segundos. Nestes casos, os
volumes bombeados foram 500, 667, 1000 e 1.300 pL. Tomando-se os valores
maximos de absorbancia como parametro, foram tragadas as curvas mostradas na

Figura 14.
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80s / y= 0,1231 + 0,5786.X (R 0,990)
60s / y=0,1184 + 0,5379.X (R 0,990)
40s / y= 0,1087 + 0,4618.X (R 0,996)
30s / y= 0,0972 + 0,3593.X (R 0,998)

Absorbancia

0,0 T T T T T T
0,0 0,2 0.4 0,6 08 1,0

Concentracdo (mg L™

Figura 14 - Efeito do volume da amostra no sinal analitico. Solugbes de referéncia
usadas: 0; 0,05; 0,15; 3,0; 0,55 e 0,85 mg L' em pH= 6,4

As curvas indicam que o sinal gerado pelo fotdbmetro aumenta com o volume da
amostra bombeada através da fase sdlida. Considerando-se os dados da Tabela 1,
estes resultados eram esperados. Analisando-se os parametros de regressao destas
curvas, observa-se que quando o volume da solugdo de referéncia variou de 500 para
1.300 pL, a intersecao apresentou um acréscimo em torno de 20 %. Entretanto, o
acréescimo do coeficiente angular foi de 38 %, portanto, este recurso pode ser
empregado para melhorar a sensibilidade do procedimento.

Observou-se que com o aumento de volume, ocorria a diminui¢gao da vida util da
fase sdlida, provavelmente devido desgaste (arraste) do reagente cromogénico durante
a etapa de eluicdo do analito. Em vista disso, o volume de 667 pL foi estabelecido,

como um compromisso entre sensibilidade e frequéncia analitica.
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4.5 - Efeito da acidez do meio na formacéo do complexo Zn (II)-TAN-Cyg

A eficiéncia da adsorcao do zinco na fase sélida foi estudada variando a acidez
do meio na faixa de pH entre 5,0 e 7,0, os resultados séo apresentados na Figura 15.
Observa-se que para a faixa de pH entre 5,5 e 6,4 ndo houve diferenga significativa
entre os sinais (absorbancia) gerados, portanto, acredita-se que a capacidade de
formacado do complexo Zn-TAN-C4s nao foi afetada. Embora, em pH = 6,8 o sinal
analitico tenha sido maior que os demais, foi observada instabilidade nos perfis dos
registros afetando a precisao. Para o prosseguimento dos estudos, as solugdes tiveram

seu pH ajustado para 6,4.
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Figura 15 - Efeito da acidez na formagéo do complexo. Sinais obtidos usando solugdes
de referéncia de 0,3 mg L™ de zn (1)
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4.6 - Efeito da concentracdo da solugao tampao

Estudou-se o efeito da variagao do sinal analitico em funcdo da concentracédo da
solugcédo tampdao pH 6,4. Nao foi observada diferenca significativa na faixa entre 0,5 e
0,8 mol L™, conforme a Figura 16.

Embora a concentracdo de 1,2 mol L' de hexamina tenha apresentado
absorbancia maior, observou-se que sinais eram instaveis, o que prejudicava a precisao
dos resultados. O resultado obtido com a concentracéo de hexamina 0,8 mol L™ foi 15%
maior do que o obtido com a concentragdo de 0,5 mol L', entdo optou-se pelo uso de
uma concentragdo de hexamina de 0,6 mol L, visando redugdo do consumo sem

comprometer a sensibilidade do procedimento.
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FIGURA 16 - Efeito da concentracdo da solugdo tamp&o. Sinais obtidos usando
solucdes de referéncia de 0,3 mg L™ de Zn (II) em pH 6,4 nas concentracdes de 0,2;
0,5;0,8e1,2mol L™.

4.7 - Efeito do volume e concentracdo do eluente

A literatura relata que, varios acidos minerais podem ser utilizados para remogéao

do Zn (ll) da fase sdlida, apenas o acido cloridrico ndo apresentou a lixiviagao de TAN,
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promovendo a eluicdo completa [52]. Entdo, optou-se pelo uso deste reagente, e os
ensaios efetivados neste trabalho envolveram o volume e a concentracdo do acido
cloridrico na etapa de dessorgéo do analito.

Conforme ilustra a Figura 17, a eluicdo do zinco foi avaliada em diferentes
concentragdes, e percebeu-se que concentragdes mais baixas apresentaram uma
eluicdo parcial do analito, saturando a fase sdlida rapidamente. As solugcbes mais
concentradas apresentaram remogao tanto do analito complexado quanto do reagente
cromogénico imobilizado na fase sdlida. Em vista disso, em pouco tempo de uso ocorria
a completa perda de sinal. Portanto, a concentracdo de 0,5 mol L' foi selecionada para

a continuacao dos estudos.
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FIGURA 17 - Efeito da concentracédo de HCI na eluicdo. Emprego da vazdo de 1 mL

min”', usando uma solugdo de referéncia com concentragdo de 0,5 mg L Zn(ll) e

volume de 667 pL.
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Depois de estabelecida a concentracdo do eluente, avaliou-se o menor volume
da solucéo de acido cloridrico necessario para eluicdo do analito, sem causar arraste
do reagente. Os estudos revelaram que para cada 84 uL de amostra eram necessarios
aproximadamente 17 uL da solugéo de acido cloridrico, estabelecendo a proporg¢ao de

5:1 (amostra/eluente).
4.8 - Efeito do volume de metanol para o condicionamento do suporte sélido

Para que aconteca a imobilizacgdgo do TAN em Ci5 € necessario 0
condicionamento da fase sélida. Geralmente, para silica funcionalizada C1s, a ativagao
é feita com metanol através do contato direto. Neste estudo, foi observado que o

volume de 2 mL era suficiente para a ativagao do Cys.
4.9 - Efeito da concentracao do tensoativo

Os tensoativos tém a capacidade de alterar algumas caracteristicas das técnicas
espectrofotométricas, como sensibilidade, seletividade, solubilidade, cinética e
estabilidade*’, podendo, as vezes, causar alteragdo do espectro de absorcdo do
complexo, deslocando o comprimento de onda da maxima absorg¢do. Os reagentes
triton X formam um grupo de surfactantes ndo-iénicos, os quais sdo divididos de acordo
com a média de unidades de 6xido de etileno presentes. O triton x-100 tem em média
9,5 unidades de 6xido de etileno, apresentando alta viscosidade®'.

Para avaliacdo do efeito da concentragcdo do triton x-100, os testes foram
realizados na presenca de TAN e etanol. As concentragdes estudadas foram entre 1%

e 9%. Na Figura 18 sdo mostrados os resultados obtidos.
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B 1%- A0,1373 B 0,7931 R 0,9932
109 m 3%- A0,1188 B 0,5209 R 0,9956
0,9_- ®m 5%- A0,1186 B 0,4876 R 0,9966
B 7%- A0,1117 B 0,4339 R 0,9980

9% - A 0,0970 B 0,2648 R 0,9988
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FIGURA 18 - Efeito da concentracdo do tensoativo no sinal analitico. Solucbes de
referéncia usadas: 0; 0,15; 3,0; 0,55 e 0,85 mg L.

Observa-se que, com o0 aumento da concentragdo ocorreu um decréscimo na
sensibilidade. Embora, a concentracdo mais baixa de tensoativo tenha proporcionado
uma maior sensibilidade, observa-se que os desvios sdo maiores, o que compromete a
precisdo dos resultados. A concentracdo de 5% foi escolhida, tendo em vista que
permitia a solubilizacdo completa do reagente cromogénico, estabelecendo um

compromisso entre estabilidade e sensibilidade.
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4.10 - Efeito da concentracdo de TAN

O efeito da concentragdo da solucédo de TAN foi avaliado com o intuito de
encontrar a melhor resposta, tendo como parametros a sensibilidade, a estabilidade e a
vida util, os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 19. Considerando-se o
coeficiente angular de cada curva analitica como parametro para avaliagao, observa-se
que os resultados referentes as concentracdes de 0,039 e 0,051 mmol L' nao
apresentam diferencga significativa. Entretanto, para as concentragdes de 0,063 e 0,078
mmol L7, os acréscimos foram em torno de 20 e 30 %, respectivamente, em
comparagao com o valor obtido com a concentragdo de 0,039 mmol L. Entretanto, com
estas solugdes ocorria uma variagao da linha de base (drift) indicando que estava
ocorrendo uma lixiviagao do reagente cromogénico. Em vista disso, a concentragao de

0,039 mmol L™ foi selecionada.
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FIGURA 19 - Efeito da concentracdo de TAN, usado na imobilizacdo do Zn gll),no sinal
analitico. Solugdes de referéncia usadas: 0; 0,05; 0,15; 3,0; 0,55 0,85 mg L.



57

4.11 - Efeito do tempo de imobilizacdo do TAN na silica funcionalizada Cig

Para avaliacdo da eficiéncia da imobilizagdo do reagente TAN em C4g foram
empregados diferentes intervalos de tempos de contato do reagente com a fase solida.
Para a imobilizagdo on-line, o sdlido foi inserido na cela de fluxo e a solugdo de TAN foi
bombeada durante dois minutos na vazao de 1,0 mL min™. Para a imobilizacéo off-line,
o solido foi imerso diretamente na solugcdo de TAN e apds a imobilizagao, era lavado
com agua abundante e inserido na cela.

Os dados obtidos sdo mostrados na Figura 20 e os coeficientes angulares das
curvas de regressédo linear indicam o aumento da sensibilidade com o aumento do
tempo de contato. A imobilizagado on-line apresentou resultado idéntico ao obtido (99%)
com a imobilizacdo off-line com tempo de 1 hora. Entdo, esta condigdo poderia ser
empregada, tendo em vista que o tempo necessario era bem menor, entretanto visando
estabelecer as melhores condicbes de sensibilidade, estabeleceu-se o tempo de 2
horas para imobilizagdo do reagente na fase sdlida. Neste caso, o ganho de

sensibilidade em comparagao com o anterior foi em torno de 10 %.



58

0,84 ®m on-line/A0,1312 B 0,5826 R 0,9900
4 ® 1hora/A0,1368 B 0.5895 R 0.9923
074 ™ 2horas/A0,1471 B 0.6429 R 0.9878
| ® 4horas/A0,1476 B 0,6569 R 0,9900
B 6 horas/A0,1364 B 0,689 R 0,9924
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FIGURA 20 - Efeito do tempo de imobilizagdo do reagente cromogénico. Imobilizagao
com 0,039 mmol L' de TAN, para todas as curvas. Solucdes de referéncia usadas: 0;
0,15; 3,0; 0,55 e 0,85 mg L™ em pH=6,4.

4.12 - Efeito do comprimento do caminho Optico

Uma limitagdo para ampliagdo da faixa de resposta linear em espectrofotometria
de fase sélida € o caminho 6ptico da cela de detecgcao que, em geral, € em torno de 1
mm. Esta limitacdo ocorre devido a atenuagao do feixe de radiacdo, provocado pelos
processos de absorcdo e espalhamento causados pela presenca da fase solida. A
utilizacdo de maior quantidade de material sélido permite o aumento do numero de
sitios de adsorgao, sendo que, em principio, ampliaria a faixa de concentracdo do
procedimento analitico. A geometria da cela de fluxo desenvolvida para este projeto
(Figura 8) para determinagdes em FI-SPS, permite variar a quantidade da fase sdlida

inserida no caminho 6ptico, mantendo o mesmo didmetro. Desse modo, o aumento da
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massa de Cqs resultava em aumento linear do comprimento do caminho éptico da cela.
Visando verificar a resposta do fotbmetro em fungcdo do comprimento da fase sélida,
alguns experimentos foram realizados variando o comprimento de caminho 6ptico de 2
a 6 mm. As curvas analiticas sdo mostradas na Figura 21 e os parametros referentes a

regressao linear de cada caso sao mostrados na Tabela 2.
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FIGURA 21 - Efeito do comprimento da cela de fluxo. Solugcdes de referéncia usadas: 0;
0,05; 0,15; 3,0; 0,55 e 0,85 mg L' em pH = 6,4. Neste experimento, o intervalo de
tempo p1ara insercédo das solugdes de referéncia foi mantido em 40 s com vazéo de 1,0
mL min™.
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TABELA 2 - Parametros analiticos avaliados variando o comprimento do caminho
oOptico.

Caminho O6ptico  Massa Coeficiente Faixa linear

(mm) (mg) IMiEEE:E Angular (mg L™ R

2 0,0072 0,0922 0,3823 0,05-0,85 0,9863
0,1381 0,5937 0,05-0,85 0,9903

3 0,0107 0,1237 0,6911 0,05-0,55 0,9959
0,1772 0,6795 0,05-0,85 0,9865

4 0,0140 0,1575 0,8124 0,05-10,55 0,9949
0,2048 0,6455 0,05-10,85 0,9812

0,0167 0,1826 0,7949 0,05-0,55 0,9938

0,0199 0,0870 0,3211 0,05-0,55 0,9848

Observa-se que o aumento do caminho 6ptico proporcionou ganho significativo
em sensibilidade para o comprimento de 2 a 5 mm. A melhor sensibilidade foi obtida
com o caminho 6ptico de 4 mm. Observa-se, ainda, que a sensibilidade e a linearidade
dependem da faixa de concentracdo usada. Chama atencédo o fato de que com os
caminhos Opticos de 2 e 6 mm obteve-se os piores resultados, entretanto as causas
podem ser distintas. No primeiro caso, pode-se atribuir ao efeito de saturacdo da fase
solida, pois a quantidade de material disponivel era menor que nos outros casos. No
segundo caso nado podemos atribuir os efeitos observados (Tabela 2) a saturacéo da
fase sélida, pois a quantidade de material presente no caminho éptico era maior que
nos casos anteriores. Entdo, pode-se concluir que o efeito foi causado pelo
espalhamento do feixe de radiacao pelas particulas de Cys.

O caminho Optico de 6 mm, apresentou atenuacdo significativa do feixe de
radiagdo em relagdo ao caminho 6ptico de 4 mm, onde o decréscimo do coeficiente
angular foi em torno de 2,5 vezes. O valor da intersecdo obtido foi proximo ao
apresentado pelo caminho optico de 2 mm, tornando mais evidente o efeito do
espalhamento. Nos outros casos, também houve espalhamento da radiacéo, entretanto,
é perceptivel que no caminho 6ptico de 6 mm este efeito é predomiante. E interessante

observar que a sensibilidade aumenta com o caminho Optico através da fase sdlida,
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porém nao obedece a Lei Lambert-Beer. Isso ocorreu, provavelmente, devido ao
espalhamento da radiacado, efeito que no dominio da Lei de Lambert-Beer deve ser

desprezivel, entretanto, neste caso, foi predominante.
4.13 Posicao do caminho 6ptico em relagédo ao LED

A cela de fluxo proposta apresenta 2 mm de diametro e capacidade para
acomodar até 9 mm de sélido. Esta geometria permite a utilizagdo de uma quantidade 4
vezes maior que nas celas convencionais.

A insercao do solido na cela de fluxo deve ser eficiente, evitando a formacao de
caminhos preferenciais e aumento da presséo hidrodinamica. O emprego de guias de
onda favorece a incidéncia de luminosidade de forma igual ao longo de todo o caminho
optico, independente da area que o solido foi inserido.

Para este estudo, a cela foi dividida em trés regides diferentes, mantendo o
comprimento da fase soélida em 3 mm. Em cada caso foi processado um conjunto de
solucdes de referéncia com concentragdes variando de 0,05 a 0,85 mg L™ zZn(ll). Na

Figura 22 é mostrada uma representacao da divisao da cela de fluxo em regides.

LED |__

DET

FIGURA 22 — Representacao da divisdo do caminho 6ptico da cela em regides.

A partir dos valores maximos dos sinais gerados pelo fotdbmetro foram
encontradas as respectivas curvas analiticas por regressao linear, e os parametros

correspondentes sdo mostrados na Tabela 3.
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TABELA 3 - Parametros analiticos avaliados variando a posi¢cao do caminho 6ptico.

Regido Intersecao Coef. Angular R
-1 0,1216 0,2498 0,9922
0 0,1177 0,2830 0,9925
+1 0,1214 0,2605 0,9979

Observa-se que o melhor coeficiente angular foi obtido com a fase sdlida
posicionada na regido central da cela, entretanto a melhor correlagao linear foi obtida
com a fase sodlida posicionada mais proxima do fotodetector. Em relacdo a posicao
central, as variagdes do coeficiente angular foram de 8 e 13 %, indicando que este
posicionamento nao é critico, o que facilita o trabalho quando é necessario trocar a fase
sélida.

4.14 - Efeito do diametro da cela

Para o estudo deste parametro foram construidas duas celas de mesma
geometria, com diametros de 2,0 e 2,5 mm. As condigbes foram idénticas para ambas
as celas e os resultados obtidos podem ser observados na Figura 23. Analisando as
duas curvas, observa-se que os valores da intersecdo e do coeficiente angular
relacionados a cela de 2 mm é aproximadamente 44,5 e 36 %, respectivamente,
maiores que os da cela de 2,5 mm. A intersecdo esta relacionada com o sinal do
branco, e pode ser limitante quanto a largura da faixa de resposta linear até a
saturacdo, mas nao afeta o limite de deteccdo desde que a instrumentacdo tenha um
baixo nivel de ruido. O coeficiente angular esta relacionado com a sensibilidade,

portanto a cela com diametro de 2,0 mm seria preferida.
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1 =™ 20mm/y=0,1289 + 0,5921 (R=0,9917)
0501 m 25mm/y=0,0716 +0,3816 (R=0,9902)
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FIGURA 23 - Efeito do didmetro da Cela de fluxo. Solugbes de referéncia usadas: 0,05;
0,2;0;3;0,4e0,6 mgL"' em pH=6,4.

4.15 - Estudo de Interferentes

Alguns elementos tais como Co (Il), Cu (II), Ni (1), Cd (ll), Ca (ll), Be (ll), Ba (ll) e
Mg (ll), também formam complexo com o TAN apresentando espectro de absorgao de
radiagcao eletromagnética na mesma faixa do composto formado com zinco, para tanto,
a interferéncia foi contornada empregando acido ascérbico e tiossulfato de sodio.

No caso do cobre, principal interferente, o mascaramento é baseado na reducéao
do Cu(ll) para Cu(l) seguido de complexacdo do Cu(l) com tiossulfato, formando o
complexo [Cuz(S203)2 1. A formagao deste complexo ¢é eficiente em pH acima de 6,0, o
que coincide com o pH étimo para reagdo do zinco. O complexo Cux(S,03),*] ndo é
retido na fase sélida [91].

O estudo foi feito adicionando-se 0,5 mg L™ do possivel interferente em uma
solucédo contendo a mesma concentracdo de zinco. A tolerancia aceitavel na variacéo

da absorbancia para considerar a interferéncia desprezivel foi de £ 5%. Os cations
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estudados foram: Mo (VI), Al (Il1), Fe (Il1), Ca (1), Mg (II), Mn (I1), Cu (1), Co (), Ni (II), e
os resultados sao mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Estudo dos interferentes

Absorbancia

Absorbancia

Interferente A A+ B (%)*
Ca 0,4860 0,5016 >3,2
Mo 0,4860 0,4680 <3,7
Cu 0,4860 0,5771 >18,7
Mn 0,4860 0,5020 >3,3
Mg 0,4860 0,4704 <32
Fe 0,4860 0,4691 <45
Al 0,4860 0,5005 >3,0
Co 0,4860 0,4980 >25
Ni 0,4860 0,4860 <20

*Os resultados sao referentes a média de 3 determinagdes consecutivas. A e
A+B correspondem as absorbancias referentes a solugao de referéncia de 0,5

mgL™ Zn(ll) e de Zn mais o interferente, respectivamente.

Os dados da Tabela 4 mostram que apenas a solugao de cobre apresentou

interferéncia significativa, a qual foi superada adicionando-se acido ascorbico e

tiossulfato de sédio.

4.16 Caracteristicas do método proposto

Os sinais transientes advindos da aplicagcdo dos parametros estabelecidos sao

apresentados na Figura 24. Aplicando-se um método de regresséao linear, tomando os

maximos dos sinais gerados pelo fotdmetro como parametros, obteve-se as seguinte
equacéo linear: Absorb = 0,10024 + 0,54633X (R = 0,995). Os demais parametros do

sistema como um todo é mostrado na Tabela 5.
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FIGURA 24 - (A) Sinais transientes referentes ao branco analitico, seguidos de
solucdes de referéncia contendo 0,05; 0,15; 0,3; 0,55; 0,85 mg L™ de zinco. (B) Sinais
referentes ao branco.

TABELA 5 - Caracteristicas Analiticas do Método Proposto

Faixa linear (mg L™) 0,05 - 0,85
Amostra (uL) 667
Caminho 6ptico (mm) 4

Coef. Linear 0,1002

Coeficiente Angular 0,546
Limite de deteccdo (ug L™) 9,3
Frequéncia de amostragem (h) 36
Coef. De variagéo (n=10) 1,4

4.17 - Estudo da estabilidade do procedimento ao longo do tempo

Neste experimento foi empregado a mesma solucéo contendo 0,3 mg L™ Zn(ll), e
tempo de inser¢do programado em 40 e 80 s e os resultados obtidos sdo mostrados na
Figura 25. Os volumes da solugcdo de referéncia bombeados através da fase sodlida

foram 1300 e 667 pL, respectivamente. Observa-se que os registros relacionados ao
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volume de 1300 pL, apresenta uma tendéncia decrescente a partir do sexto registro.
Este efeito ndo é observado nos registros obtidos com o tempo de insergéo de 40 s.
Este efeito € observado nos coeficientes de variacdo estimados em 1,8 e 1,4 % para os

intervalos de tempo de 80 e 40 s, respectivamente.

040 (A) 0,40 (B)

0,35 0,35
0,30 0,30
0,25 0,25
0,20

0,20

0,15
0,15

Absorbancia
Absorbancia

0,10
0,10

0,05
0,05

0,00
0,00

'0105 T T T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 -200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tempo (s) Tempo (s)

FIGURA 25 - Sinais transientes referentes ao teste de repetibilidade. A e B
correspondem aos temos de insercédo de 80 e 40 s, respectivamente.

Quando aumentamos o intervalo de tempo para adsor¢do do analito na fase
solida, é necessario aumentar, também, o intervalo de tempo necessario a eluigdo, o
que ao longo do tempo pode lixiviar o reagente cromogénico. Imaginamos que este

efeito ocorreu quando o tempo de inser¢cao da amostra foi de 80 s.

4.18 - Determinacdo de zinco em amostras de produtos farmacéuticos

A determinacao do zinco foi realizada em dois tipos de amostras farmacéuticas:
manipuladas e de origem industrial. O objetivo da utilizagdo de amostras manipuladas
ocorreu devido a comercializagao deliberada de compostos manipulados, atualmente.

A ingestao de altas doses de zinco pode ocasionar intoxicagao e apesar de nao
ser utilizado como substancia anabolizante, é capaz de potencializar o efeito de outras
substancias, quando presente. As amostras foram adquiridas em farmacia local e os

resultados obtidos serdo apresentados a seguir.
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4.18.1 - AMOSTRAS MANIPULADAS

Os registros referentes ao monitoramento dos sinais gerados pelo fotémetro,
processando as amostras de produtos farmacéuticos obtidos junto a farmacia de
manipulacdo sado mostrados nas Figuras 26 e 27, e os resultados obtidos por

interpolagdo com as respectivas curvas analiticas sdo mostrados na Tabela 6.

0,6 - 1° grupo
0,5
0,4

0,3

Absorbancia

0,2 +

0,1 -

lil UL

T T T T T T T T T T T T T T T T T
-500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

tempo (s)

FIGURA 26 - Registro de sinais transientes obtidos com o sistema proposto. Da
esquerda para a direita: sinais correspondem ao branco, solu¢cdes de referéncia de
zinco a 0,05 mg L™, 0,45 mg L™, 0,3 mg L, 0,55 mg L™, 0,85 mg L™, seguidos de
amostras manipuladas com as concentragdes de 0,097 mg e 0,580 mg de zinco e uma
mistura de 0,580 mg de zinco com 0,580 mg de cobre. Equacéo de regressao linear:
Absorb =0.1221 +0,4939X (R =0.9910).
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FIGURA 27 - Registro de sinais transientes obtidos com o sistema proposto. Da
esquerda para a direita: sinais correspondem ao branco, solucbes de referéncia de
zinco a 0,05 mg L™, 0,15 mg L", 0,3 mg L", 0,55 mg L™, 0,85 mg L, seguidos de
amostras manipuladas com as concentragdes de 0,192 mg, 0,289, 0,481 e 0,865 de

T
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zinco. Equacao de regressao linear: Absorb =0.1291 +0,6679X (R =0.9898)

TABELA 6 - Comparacgao do método proposto para amostras manipuladas
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Amostra*

Composicéo

(ma) ICP-OES? FI-Sps! rotulada
A 0,111 + 0,007 0,106 + 0,002 0,097
B 0,550 + 0,0025 0,560 + 0,002 0,580
C 0,921 + 0,030 0,752 + 0,003 0,865
D 0,203 + 0,045 0,231 + 0,004 0,192
E 0,409 + 0,028 0,331 + 0,02 0,289
F 0,395 + 0,002 0,403 + 0,004 0,481
G 0,852 + 0,014 0,715+ 0,010 0,580

* Adquiridas em farmacia de manipulagao
' Média de quatro determinacdes com os respectivos desvios-padréo
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Visando comprovar a exatiddo dos resultados, o analito também foi determinado
nas amostras empregando espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES). Aplicando o teste-t pareado entre os resultados, o valor
encontrado para o nivel de confianca de 95% foi tzac.= 0,06015. O valor tabelado para
esse nivel de confianga € tip= 2,228. Tendo em vista que valor encontrado € menor,
entdo n&o ha diferenca significativa em nivel de confianga de 95% e dez graus de
liberdade.

As Figuras 26 e 27 correspondem a dois lotes de amostras distintas,
processados em dias distintos. Observa-se que os conjuntos de registros tém perfis
semelhantes, o que indica uma boa perférmance do sistema analitico como um todo.
Nos dois casos foi usada a mesma fase solida sem refazer a imobilizagdo do reagente
cromogénico. Observa-se que foram realizadas 72 determinagbes, e aparentemente
nao houve variacao significativa nos perfis dos sinais analiticos. Observa-se na Figura
27 que 36 determinac¢des analiticas foram executadas em um intervalo de tempo de

3600 s, portanto, o procedimento tem uma produtividade de 36 determinagdes por hora.

4.18.2 - AMOSTRAS DE ORIGEM INDUSTRIAL

Os registros referentes ao monitoramento dos sinais gerados, processando as
amostras de produtos farmacéuticos de origem industrial sdo mostrados na Figura 29 e
os resultados obtidos com as respectivas curvas analiticas sdo mostrados na Tabela 7.
Observa-se que os registros apresentam repetibilidade semelhante a dos registros das
Figuras 26 e 27, incluindo a curva de regressao linear. Verifica-se que 21 corridas
analiticas foram executadas em intervalo de tempo de 2.750 s, portanto, a
produtividade do sistema é estimada em 29 determinacdes por hora. Este valor € menor
do que o estimado a partir dos registros da Figura 26. Os intervalos de tempo
programados foram os mesmos. Posteriormente, observou-se que o equipamento
utilizado para aquisicdo dos dados apresentava uma velocidade de processamento

diferente, alterando a linha de tempo entre as determinagdes.
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FIGURA 28 - Registro de sinais transientes obtidos com o sistema proposto. Da
esquerda para a direita: sinais correspondem ao branco, solu¢des de referéncia de
zinco a 0,1 mg L™, 0,40 mg L™ e 0,85 mg L, seguidos de amostras farmacéuticas:
Strestabss; Tongifort; Centrum e Life Vit. Equagao de regresséo linear: Absorb =0.1117
+0,46949X (R =0.995)

TABELA 7 - Comparagdao do método proposto para amostras de produtos
farmacéuticos de origem industrial

Amostra ICP-OES* FI-SPS* Composicao rotulada
Stresstabs 600 27,02 £+ 0,005 23,78 + 0,005 23,90
Tongifort 26,52 + 0,002 22,25 + 0,002 23,90
Centrum 7,84 +0,0012 7,02 £ 0,003 7,00
Life Vit 14,01 + 0,005 22,64 + 0,003 15,00

* Média de trés determinagdes com os respectivos desvios-padrao.

Visando verificar a exatiddo do método proposto, o analito foi determinado nas

amostras empregando espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
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indutivamente (ICP-OES). Aplicando o teste-t pareado entre os resultados, o valor
encontrado para o nivel de confiangca de 95% foi tcac.= -0,02549. O valor tabelado para
esse nivel de confianga é tip= 3,182. Tendo em vista que valor encontrado € menor,

entdo nao ha diferenca significativa em nivel de confianca de 95%.

4.19 - Determinagao de zinco em amostras de agua

Os registros referentes ao monitoramento dos sinais gerados pelo fotdmetro
processando as amostras de agua sao mostrados na Figura 29, e os resultados obtidos
por interpolacdo das curvas analiticas sdo mostrados na Tabela 8. Nesta Figura
observa-se que 21 determinacdes foram feitas em um intervalo de tempo de 2000 s,
portanto podemos deduzir que o sistema proposto apresenta uma produtividade de 41
determinagdes por hora. Os parametros de tempo foram os mesmos do caso anterior,
entdo, o aumento de produtividade ocorreu em vista da eliminagdo do excesso de
arquivos.

Neste caso, a concentracido de zinco nas amostras € muito baixa, estdo na
ordem da menor solucao de referéncia usada para tracar a curva analitica, desta forma,
nao temos seguranga para apresentar como um resultado valido. Entretanto,
analisando os registros da Figura 29, observa-se que ha discriminagado entre os sinais.
Neste sentido, apresentamos os resultados como indicativo da viabilidade do sistema.
Considerando que o nivel de ruido é baixo, acreditamos que podemos trabalhar com

concentragdes mais baixas, aumentando o tempo de inser¢ao da amostra.
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Figura 29 - Registro de sinais transientes obtidos com o sistema proposto. Da esquerda
para a direita: sinais correspondem ao branco, solugdes de referéncia de zinco a 0,05

mg L™ 0,15 mgL"; 0,3 mgL", 055 mgL" e 0,85 mgL", seguidos das amostras de
agua. Equacao de regressao linear: Absorb =0.1152 +0,4136X (R =0.998)

Tabela 8 — Resultados obtidos com amostras de agua.

Proposto
(mg 1)
0,05 £+ 0,01

0,14 + 0,01
0,07 £ 0,00
0,16 £ 0,01
0,36 + 0,01
0,81 0,01

Amostras

oo O A W N -
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Tabela 9 — Comparacéao das caracteristicas dos procedimentos

Caracteristicas Proposto Referéncia**
Faixa linear (mg L™) 0,05-0,85 0,04 — 4,00
Coef. Linear 0,100 0,016
Coef. Angular 0,546 0,310
R 0,9950 0,9994
Volume de amostra (uL)* 667 400
Coef. de variagéao (n=10) 1,4 3,3
Limite de deteccdo (ug L™) 9,3 10,0
Frenquéncia Analitica (h) 36 45
Volume de eluente (uL)* 133 625
Geracao de efluente (mL)* 1,7 6,0
Caminho optico (mm) 4 1

*Valor por determinac&o. ** Teixeira et al., 1999

Analisando os dados da Tabela 9, verifica-se que o sistema proposto apresentou
desempenho equivalente ao do método de referéncia. Apresenta desvantagem em
relacdo a frequéncia de amostragem e amplitude da faixa de concentragdo, enquanto
que o sistema proposto apresenta como vantagens menor consumo de eluente e menor
volume de efluente gerado. O volume de amostra efetivamente usado na analise pelo
procedimento de referéncia foi 40 % menor que o do sistema proposto, entretanto, o
modulo de analise do método de referéncia usava bombeamento continuo, entdo o

consumo de amostra era bem maior do que o mencionado.
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5- CONCLUSOES

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver uma instrumentagédo e um
procedimento analitico automatico empregando espectrofotometria em fase soélida para
determinacgao de zinco em produtos farmacéuticos. Em face aos resultados concluiu-se
que:

v' O método proposto apresentou significativo ganho de sensibilidade frente aos
métodos espectrofotométricos convencionais, oferecendo vantagens como baixo custo
e simplicidade;

v' O sistema mostrou ser estavel, pois o complexo Zn — C1g é reversivel, mostrando
que o suporte solido pode ser reutilizado, sem que ocorra o arraste do reagente
cromogénico durante a etapa de eluigao;

v A cela de fluxo desenvolvida permitiu o acoplamento do LED e do fotodetector
por meio dos cilindros de vidro, mostrou ser tecnicamente viavel, evitando o arraste da
fase solida e vazamento de fluido;

v' A possibilidade de variar a quantidade de material sélido no caminho éptico da
cela € uma vantagem adicional, que foi explorada com sucesso neste trabalho;

v' A aplicagdo do sistema de multicomutacdo em anadlise em fluxo minimizou o
consumo de solugbes gerando menos efluentes, contribuindo para o conceito de
Quimica Limpa;

v' O sistema proposto para a determinacdo de zinco em amostras de produtos
farmacéuticos é exequivel, uma vez que apresentou grau de automacao elevado,
possibilitando a realizacdo das determinagdes com o minimo de intervengcdo do
operador;

v Os resultados obtidos provam que o fotdmetro de LED empregado em fotometria
em fase sélida é viavel, permitindo ao pesquisador fazer intervencdes de desempenho
no equipamento, como por exemplo, mudar a geometria da cela de fluxo, ajustar a
intensidade do feixe de radiagdo, modificar o ganho da amplificacdo, etc. Recursos

estes, que nao sao disponibilizados em um equipamento comercial.
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